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ABREVIATIONS ET SYMBOLES 
 
 
Biologie et biochimie 
 
 
Acétyl-CoA acétyl-coenzyme A 
ADN acide désoxyribonucléique 
ARN acide ribonucléique 
ATP adénosine-5’ tri-phosphate 
CPP-ME 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol 
CPP-ME2P 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol-2-phosphate 
CTP copalyl triphosphate 
Co2+ ion Cobalt 
DMAPP diméthylallyl di-phosphate 
DOXP 1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate/ Voie du déoxy-xylulose phosphate 
DOXPR DOXP réductoisomérase 
DOXPS DOXP synthétase 
ER = RE récepteur œstrogénique 
ERE éléments de réponse aux récepteurs œstrogéniques 
FPP farnésyl di-phosphate 
Gal galactose 
Glc glucose 
Glcpy glucopyranose 
Glu acide glutamique 
GPP géranyl di-phosphate 
GFPP géranylfarnésyl di-phosphate 
His histidine 
GGPP géranylgéranyl di-phosphate 
HMBPP  1-hydroxy-2-méthyl-2(E)-butényl-4- di-phosphate 
HMG-CoA 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-Coenzyme A 
HMGR HMG-CoA réductase 
IDS HMBDP synthétase 
IP isopentényl phosphate 
IPP isopentényl di-phosphate 
MEP  2-C-méthyl-D-érythritol-5-phosphate 
MECPP  2-C-méthyl-D-érythritol-2,4-cyclo di-phosphate 
MEP-CT MEP-cytidylyltransférase 
Mn2+ ion Manganèse 
Mg2+ ion Magnésium 
MVAP décarboxylase  phospho-mévalonate décarboxylase 
MVA kinase mévalonate kinase 
MVAP kinase phospho-mévalonate kinase 
NADPH  nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme réduite 
OSC  oxydosqualène cyclase 
Rha rhamnose 
Rhafu rhamnofuranose 
SC  squalène cyclase 
SERM “Selective Estrogen Receptors Modulators” 
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VAM  voie du mévalonate 
VEGF “Vascular Endothelial Growth Factor” 
 
 
 
Phytochimie, chimie 
 
 
AE acétate d’éthyle 
CC Chromatographie liquide sur Colonne ouverte 
CCM Chromatographie sur Couche Mince 
CCMP Chromatographie liquide sur Colonne Moyenne Pression 
CHCl3 chloroforme 
CH2Cl2 dichlorométhane 
CLHP Chromatographie Liquide Haute Performance 
F.B. formule brute 
H2O eau 
Hex. hexane 
m/m  rapport masse/masse 
M.M. masse moléculaire 
MeOH méthanol 
Tol. toluène 
V/V ou V/V/V rapport volume/volume 
 
 
 
Spectrométrie de masse et termes de Résonance Magnétique Nucléaire 
 
 
RMN (Jmod) 13C Résonance Magnétique Nucléaire du carbone 13 en mode J modulé 
RMN 1H Résonance Magnétique Nucléaire du proton 
CD3OD méthanol deutéré 
CDCl3 chloroforme deutéré 
Me groupement méthyle 
COSY “COrrelated SpectroscopY” 
Cq carbone quaternaire 
d doublet 
dd doublet dédoublé 
ES+ spectrométrie de masse par Electro Spray en mode positif 
HMBC “Heteronuclear Multiple Bond Connectivity” 
HR-ES+ spectrométrie de masse par électrospray (mode positif) en haute 
résolution 
HSQC “Heteronuclear Single Quantum Coherence” 
Hz hertz 
IR Infra Rouge 
K+ ion Potassium 
l large 
m multiplet 
Na+ ion Sodium 
Nm nanomètre 
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nOe “nuclear Overhauser effect” 
NOESY “Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY” 
ppm partie par million 
q quadruplet 
s singulet 
t triplet 
u.m.a unité de masse atomique 
UV Ultra Violet 
 
 
 
Symboles 
 
 
 déplacement chimique exprimé en ppm 
J constante de couplage exprimée en hertz 
nJ constante de couplage nucléaire spin-spin (n liaisons) exprimée en Hz 
m/z masse/charge d’un ion 
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Introduction 
 
 
Galega officinalis L. est une Fabaceae réputée en médecine traditionnelle pour ses 
vertus galactogènes. Il entre, à ce titre, comme un des principes actifs dans la composition 
d’une spécialité pharmaceutique, le GALACTOGIL®. Bien qu’admises, ces vertus n’ont 
pourtant jamais été réellement élucidées. 
 
Ces propriétés pourraient être liées à une activité œstrogène-mimétique. Comme cela a 
déjà été démontré pour d’autres Fabaceae médicinales réputées tel que Glycine max L. ou 
Medicago sativa L., Galega officinalis L. pourrait renfermer des phytœstrogènes. Ces 
molécules, dont certaines structures s’apparentent à celle des œstrogènes, peuvent, de ce fait, 
se substituer à ces hormones et intervenir au niveau du système de régulation hormonal. D’où 
les espérances suscitées dans l’industrie pharmaceutique, par l’utilisation de cette plante ou 
des molécules isolées dans la prévention de maladies hormono-dépendantes comme les 
cancers du sein ou de la prostate. 
 
Le thème de recherche de notre équipe d’accueil, l’unité EA 3030, devenue 
aujourd’hui UMR 152, s’articulait à l’origine autour de plusieurs axes, dont la prospection de 
molécules d’origine naturelle douées de propriétés œstrogéniques. 
Les Laboratoires Pierre-Fabre ont entrepris de valoriser le Galéga en prospectant sur 
son activité œstrogène-mimétique. L’investigation de molécules potentiellement actives nous 
a ainsi été confiée. Cette étude se justifiait d’autant plus, qu’au même moment, la découverte 
faite par une équipe française travaillant sur le Galéga est venue étayer nos présomptions, 
avec la mise à jour d’une isoflavane, le sativan, qui, à forte concentration, présente une 
activité anti-proliférative et anti-œstrogénique (Le Bail et al., 2000). 
 
Ce mémoire est consacré à l’étude de la composition en triterpènes, molécules 
minoritaires contenues dans Galega officinalis L., et à l’évaluation du potentiel biologique de 
la drogue traditionnelle. 
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Après avoir positionné la plante dans son contexte, nous présenterons de façon 
synthétique, les caractéristiques botaniques des Fabaceae et, de façon plus ciblée, les données 
phytochimiques et pharmacologiques attribuables au Galéga. 
Puis, nous nous intéresserons plus particulièrement au mode de biosynthèse des 
terpènes, ce sujet ayant suscité un regain d’intérêt depuis la récente découverte d’une nouvelle 
voie de biosynthèse. L’extraordinaire diversité structurale des triterpènes sera abordée pour 
introduire, dans un panel d’activités biologiques tout aussi important, l’activité œstrogène-
mimétique. 
Nous achèverons cette synthèse bibliographique en présentant quelques notions 
relatives aux phytœstrogènes et à leur impact sur la santé humaine afin d’introduire au mieux, 
la partie expérimentale consacrée à l’évaluation du potentiel œstrogénique des extraits de 
Galéga et des molécules isolées. 
 
Les travaux personnels s’articuleront en deux parties en commençant par la 
description des procédés d’extraction et de purification des triterpènes et des stérols isolés. 
Nous nous consacrerons ensuite à une identification détaillée des molécules en mettant 
l’accent sur la détermination des configurations relatives de trois molécules, rendue possible 
par l’analyse des données acquises en spectrométrie de masse et de résonance magnétique 
nucléaire, mono- et bidimensionnelle, homo- et hétéronucléaire. 
Enfin, nous présenterons les résultats des évaluations biologiques et conclurons sur les 
perspectives à envisager à l’issue de cette étude approfondie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 19
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Synthèse bibliographique 
 
 
 
I- Rappels : systématique, données botaniques et phytochimiques de 
Galega officinalis L. 
 
II- Les terpènes 
 
III- Phytœstrogènes, activité œstrogène-mimétique et répercussions au 
niveau endocrinien 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- Synthèse bibliographique - 
- Rappels : systématique, données botaniques et phytochimiques - 
 
 20
I- Rappels : systématique, données botaniques et phytochimiques 
de Galega officinalis L. 
 
Depuis des siècles, l’Homme s’applique à observer et à appréhender son univers, à 
discriminer et ordonner les divers éléments constitutifs de son environnement, qu’ils 
soient référencés dans la sphère minérale, animale ou pour le travail qui nous intéresse ici, 
la sphère végétale. 
 
 
I-1- Bref historique de la systématique(1) végétale 
 
C’est ainsi qu’est apparue la notion de classification, initialement basée sur des 
critères sommaires puis plus pertinents avec l’avancée des connaissances. Durant les cinq 
derniers siècles, des systématiciens ont apporté leur contribution au remaniement des 
systèmes de classification établis par leurs prédécesseurs, modelant de ce fait la taxonomie 
végétale jusqu’à celle usitée aujourd’hui et faisant ainsi évoluer, de manière avérée, un 
simple concept en une discipline à part entière, la « Classification Naturelle ». 
 
Arthur Cronquist (1981), célèbre botaniste de notre époque, publie dans les années 80 
le dernier système de classification des Dicotylédones basé sur des critères morphologiques et 
anatomiques. Ce système est largement usitée comme une référence et bon nombre 
d’ouvrages actuels s’inspirent de cette classification. 
Après Cronquist, le XXème siècle est celui de la classification moléculaire avec l’entrée 
en jeu d’argumentations à caractère génétique. Aujourd’hui, la classification scientifique la 
plus récente des Angiospermes se base sur les travaux d’analyse de séquences d' ADN 
chloroplastique, du groupe de Mark Chase de l’APG (Angiosperm Phylogeny Group) publiés 
en 1998 et révisés en 2003 (figure 1). Ce système de classification des êtres vivants veut 
refléter au mieux la "réalité historique" des liens de parenté entre les espèces, vivantes ou 
éteintes. 
                                                 
1 La systématique recherche les critères de relation entre les organismes afin d'établir un ordre dans leur diversité 
(http://perso.wanadoo.fr/xochil.mle). 
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La délimitation des ordres et des familles ne retient que des groupes naturels 
strictement monophylétiques. Certains ordres sont dès lors très petits, parfois restreints à 
une seule famille, alors que d'autres en contiennent de nombreuses. 
 
 
Figure 1 : classification des Angiospermes selon Mark Chase (APG, 2003). 
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I-2- Position systématique des Fabaceae Lindl. 
(http://www.f-lohmueller.de/botany/fam/l/Leguminosae.htm ; Mabberley, 1993 ; APG, 2003) 
 
Dans de nombreuses ouvrages botaniques est référée à la notion de famille. Il y a peu 
de temps encore, la famille des Fabaceae était référencée sous la dénomination de 
Légumineuses. Pour discuter du positionnement systématique des Fabaceae, nous nous 
sommes référée à quatre systèmes de classification, dont les plus consultés, ceux de Cronquist 
et de Chase et qui, par certains aspects, entrent en contradiction. 
 
Longtemps, les auteurs de systèmes traitant des Légumineuses n’ont considéré que les 
herbacées à « légumes », négligeant d’y intégrer les arbres et les arbustes produisant pourtant 
les mêmes « gousses ». C’est au XVIIème siècle que l’on a réellement commencé à parler de 
« famille des Légumineuses », et seulement à la fin du XVIIIème siècle qu’herbacées et 
ligneux ont été co-intégrés en un seule groupe. A partir du XIXème siècle, sont distinguées les 
sous-familles des Papilionaceae [Giseke, 1792], Cesalpiniae et Mimosae [Bronn, 1822], dans 
la famille des Leguminosae [Juss., 1789]. 
Les distinctions entre familles et sous-familles ne sont pas évidentes et beaucoup 
d’auteurs ont esquivé le problème ; il n’est pas rare de trouver encore des amalgames entre 
Fabaceae [Lindl., 1836], Leguminoseae et Papilionaceae, ou bien à un degré supérieur, des 
amalgames entre Fabaceae et Fabales [Bromhead, 1838]. 
 
 
Les dernières classifications évolutives sur lesquelles nous avons établi des 
comparaisons dans le positionnement des Fabaceae sont présentées ci-dessous. 
 
Cronquist positionne les Leguminosae dans le règne des Plantae, sous-règne des 
Tracheobionta (plantes vasculaires), division des Magnoliophyta (Angiospermes), 
classe des Magnoliopsida (Dicotylédones), sous-classe des Rosidae, ordre des Fabales. 
 
Dalhgren (1989) intègre les Fabaceae et l’ordre dont elles dépendent (Fabales) dans la 
même classe mais dans la sous-classe des Magnoliidae [Novák ex Takht. (1967)], 
super-ordre des Rutanae. 
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Takhtajan (1997) situe les Fabaceae dans la classe des Magnoliopsida [Brongn. 1843], 
sous-classe des Rosidae [Takht., 1967], super-ordre des Fabaneae [Dahlgren ex 
Reveal, 1989], ordre des Fabales. 
 
Dans la classification établie par Chase (2003), les Fabaceae s’intègrent comme suit : 
Eucotylédones (Dicotylédones vraies ou « à pollen triaperturé ou plus »), Core 
Eucotylédones (fleurs tétracycliques), Rosideae, Eurosides I, ordre des Fabales  
(Figure 2). 
 
Ainsi, la position des Fabaceae n’a pas subi de variations majeures ; dans le système 
de Takhtajan, les Fabaceae sont les seules représentantes de l’ordre des Fabales, tandis que, 
pour Cronquist et Dalhgren, elles partagent ce rôle avec les Mimosaceae [R. Br., 1814] et les 
Caesalpiniaceae [R. Br., 1814]. Des indéterminations subsistent au niveau des sous-familles. 
Pour Chase (2003), Cæsalpiniaceae et Mimosaceae se retrouvent maintenant incluses 
dans les Fabaceae. Fabaceae et Quillajaceae se retrouvent au même niveau, parmi les 
Surianaceae [Arn., 1834], elles- mêmes incluses dans les Polygalaceae [R. Br., 1814] (fleurs 
de type papilionacé), situées juste en deçà de l’ordre des Fabales (figure 2). 
 
 
 
I-3- Position systématique du genre Galega L. 
 
 Le genre Galega est positionné comme suit dans les classifications systématiques de 
Cronquist (1981) et de l’APG (2003). Il n’est représenté que par deux espèces, Galega 
officinalis L. et Galega orientalis L. Cette seconde espèce est notamment employée pour 
l’ornement de jardins. Seule l’espèce officinale est considérée comme une plante médicinale. 
 
    Famille : Fabaceae 
    Sous-famille Faboideae 
    Genre : Galega L. 
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Figure 2 : position du genre Galega au sein des Fabaceae (APG, 2003). 
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I-4- Caractères morphologiques généraux de la famille des Fabaceae 
(Perrot, 1944 ; Manceau, 1946 ; Paris et Moyse, 1967 ; Michel, 1999 ; Spichiger et al., 2000) 
 
Avec environ 650 genres et 13500 espèces, les Fabaceae se situent, chez les 
Angiospermes, comme la troisième plus grande famille après les Asteraceae et les 
Orchidaceae. 
 
Les Fabaceae sont représentées par des plantes à port très variable, herbacées 
annuelles ou vivaces, dressées, lianes ou plantes volubiles, arbustes et même arbres. Cette 
famille cosmopolite s’étend des zones froides aux zones tropicales. Les plantes ligneuses, 
autrefois ordinairement regroupées dans les sous-familles des Cæsalpinieae et des Mimoseae, 
se trouvent préférentiellement dans les régions chaudes (tropicales ou méditerranéennes) 
tandis que les herbacées, représentées généralement par les Papilionacées, prédominent plutôt 
dans les régions tempérées. 
 
Un des critères représentatifs des Fabaceae est la présence de nodules fixateurs de 
l'azote atmosphérique sur les racines des Papilionoideae (= Faboideae) et des Mimosoideae, 
alors qu'il sont absents chez la plupart des Cæsalpinioideae. Ces nodosités sont le résultat 
d'une symbiose entre des bactéries du genre Rhizobium et différentes espèces de 
Légumineuses. Les racines sont généralement pivotantes, permettant une association 
fréquente des Légumineuses aux Graminées, avec des systèmes racinaires compatibles. 
 
Les feuilles présentent des formes assez variables. Elles peuvent être isolées et simples 
ou composées. Plus habituellement, elles sont alternes, composées, pari- ou imparipennées ou 
encore digitées suivant les tribus d’appartenance. En règle générale, les feuilles sont stipulées, 
la stipule pouvant être membraneuse, foliacée ou épineuse (cas du robinier) et souvent 
caduque. Certaines feuilles peuvent avoir un mouvement « veille-sommeil ». Le pétiole 
foliaire, quand il existe, se termine parfois par une seule feuille ou une vrille (exemple de la 
vesce). Il est assez commun de le voir muni de glandes dans la « sous-famille » des 
Mimosoideae. 
Les fleurs sont groupées en inflorescences variables de type centripète, indéfinies, sous forme 
de grappes ou d’épis, très rarement en inflorescences définies (cymes). 
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La fleur est habituellement pentacyclique et pentamère (exception faite pour le 
gynécée qui est unicarpellé). Les Papilionoideae portent des fleurs typiques zygomorphes et la 
préfloraison de la corolle est de type vexillaire ; les Cæsalpinioideae possèdent des fleurs 
pseudo-papilionacées à préfloraison carénale. Chez les Mimosoideae , la fleur est 
actinomorphe ; la préfloraison est de type valvaire. 
Chez les Papilionoideae, la fleur est généralement constituée d'un grand pétale dorsal 
dressé, l'étendard, recouvert sur ses bords par deux pétales latéraux, les ailes, eux-mêmes 
recouverts par deux pétales inférieurs plus ou moins soudés formant la carène. La fleur est 
dialy- ou gamosépale, dialy- ou gamopétale, mono- ou diadelphe, généralement diplostémone, 
toujours monocarpellée et hypogyne (l’ovaire est supère), bisexuée. 
Un anneau nectarifère est présent chez quelques représentants de la famille. 
Suivant les genres, ce plan floral connaît quelques variations. 
 
Le fruit est une gousse, vulgairement appelé légume. Ce fruit, sec et déhiscent, est issu 
de l’ovaire monocarpellé (caractère commun à l’ensemble des Fabaceae). La déhiscence 
s’effectue par deux fentes, l’une correspondant à la ligne de suture du carpelle et l’autre au 
niveau de la nervure dorsale. Dans quelques cas, la gousse est indéhiscente. 
 
La graine est presque toujours exalbuminée. 
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I-5- Intérêt économique des Fabaceae pour l’homme 
 
(Manceau, 1946) 
 
Les Fabaceae revêtent une utilité et une importance économique non négligeables pour 
l’être humain. La réputation de cette grande famille de plantes a longtemps été liée à son 
emploi en tant que plante fourragère (luzerne, sainfoin, trèfle, etc.) mais la première source 
d’intérêt actuel se situe au niveau culinaire ; les Fabaceae se présentent effectivement au 
deuxième rang mondial, derrière les céréales, pour l’alimentation humaine. 
 
Au sens étymologique, Fabaceae dérive de « Faba » ( fève, en latin) qui vient du grec 
"Phago" signifiant "manger". Les graines sont souvent riches en composés à haute valeur 
ajoutée tels que les matières amylacées (l’amidon chez les pois), les fèves, les lipides (chez la 
cacahuète) et les substances protéiques (à hauteur de 40 % dans les graines de soja). Que l’on 
parle de pois, de fèves, de haricots, de lentilles ou de soja, l’intérêt alimentaire est évident. 
L’intérêt agronomique réside aussi dans la spécificité de cette famille à développer une 
symbiose avec les bactéries du genre Rhizobium, apportant ainsi aux sols une fertilisation 
naturelle. Ceci explique la nécessité de l'alternance "Graminées - Légumineuses", ou plus 
justement "Poaceae - Fabaceae", en agriculture. 
 
Hormis ces deux utilisations majeures, les Fabaceae offrent encore des intérêts certains 
avec : 
des espèces médicinales, 
des drogues tinctoriales (indigo, santal rouge) ou odorantes (fève Tonka, 
mélilot), 
des drogues aux propriétés tannantes, gommeuses, astringentes ou 
(oléo)résineuses, 
des espèces fournissant du bois (espèces ligneuses tropicales), 
des plantes aux propriétés insecticides (Derris à roténone), 
les plantes nectarifères (Robinia pseudoacacia), 
de nombreuses espèces d’ornement. 
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I-6- Intérêt thérapeutique des Fabaceae 
 
I-6-1-Exemples d’usages thérapeutiques traditionnels 
 
(Blondel, 1887 ; Manceau, 1946 ; Paris et Moyse, 1967 ; Guignard, 1996 ; Bruneton, 1999 ; 
Spichiger et al., 2000). 
 
Les graines de fenugrec, riches en mucilages et en tannins, ont longtemps été 
employées pour la confection de cataplasmes émollients et pour prendre du poids. A 
contrario, la gomme extraite du caroubier est employée comme adjuvant des régimes 
amincissants car, tout en ayant un fort caractère épaississant, il est totalement dénué de 
pouvoir nutritif. 
Les Sénés (fruits et folioles) produits à partir de Cassia acutifolia et C.angustifolia ont 
des propriétés laxatives dues à des dérivés anthracéniques. La pulpe de tamarin, aux mêmes 
propriétés mais aux constituants différents, a la même utilisation. 
 
L’oléorésine de Copaifera, servant à la confection du baume de Copahu, a longtemps 
eu une réputation internationale dans le traitement de la gonorrhée. Le baume du Pérou est 
employé en usage externe comme cicatrisant et antiseptique ; il contient 6 à 8 % de benzoates 
et près de 60 % de « cinnaméine » (mélange de benzoates et de cinnamates de benzyle et de 
cinnamyle). Il est très employé dans la fabrication de cosmétiques et de produits d’hygiène. 
Le baume de Tolu renferme sensiblement les mêmes composés ; il est employé en usage 
interne comme antiseptique et expectorant. 
 
Les rameaux de Cytisus scoparius contiennent un alcaloïde, la spartéine, qui présente 
des activités analeptique, cardiaque et ocytocique. La plante renferme aussi des amines 
aromatiques dont l’hydroxytyramine aux propriétés vasoconstrictrice et hypertensive. 
La racine de la réglisse, Glycyrrhiza glabra, contient des saponosides et des 
flavonoïdes et présente des activités anti-inflammatoire, expectorante et antispasmodique ; 
plus récemment, une activité œstrogénique a été mise à jour. 
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I-6-2-Intérêt dans la médecine contemporaine 
 
Les exemples suivants peuvent nous faire prendre conscience de l’utilité des Fabaceae 
dans des domaines d’applications thérapeutiques plus importants. 
 
Les composés d’origine végétale possédant des propriétés comparables à celles 
exercées par les œstrogènes, sont qualifiés de « phytœstrogènes ». Ces propriétés ouvrent la 
perspective d’applications thérapeutiques ou curatives pour les dérèglements hormonaux, les 
traitements de substitution hormonale ou encore les cancers hormono-dépendants. Des 
investigations phytochimiques menées sur les végétaux ont montré que les phytœstrogènes, 
notamment les isoflavones, sont essentiellement contenues dans les Fabaceae (Tham et al., 
1998 ; Murkies et al., 1998). Le soja est certainement l’exemple sur lequel on a fait le plus de 
publicité dernièrement. Très récemment, divers extraits de Fabaceae ont été évalués pour leurs 
propriétés œstrogéniques (Boué et al., 2003) sur une lignée cellulaire tumorale 
œstrogénodépendante, la lignée MCF-7. Il est apparu que les extraits de Glycine max, 
Phaseolus vulgaris, Medicago sativa, Vigna radiata, Pueraria lobata et Trifolium pratense 
présentent une affinité préférentielle vis-à-vis des récepteurs ER- œstrogéniques, les deux 
derniers extraits présentant les résultats les plus probants. Les substances actives ont été 
identifiées comme la daidzéine, la génistéine et la génistine, et les résultats confortent donc 
les propriétés déjà reconnues de ces isoflavones. 
 
 
 D’après les recherches phytochimiques menées sur les deux représentants du genre 
Galega, seul G. officinalis possède des propriétés thérapeutiques. Parmi les multiples activités 
et molécules mises à jour, nous retiendrons plus particulièrement deux flavonoïdes, le sativan 
et la médicarpine, isolés de Galéga par Le Bail et son équipe (2000). Le sativan présente, en 
effet, une activité comparable à celles des phytœstrogènes. 
 
 Le lancement de notre étude n’a pas été inspiré de cette découverte. Quoiqu’il en soit, 
cela nous a fortement encouragé à mettre à jour des molécules douées d’une activité de type 
« œstrogène-mimétique ». 
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I-7- Galega officinalis L. 
 
Photographie 1 : Galega officinalis L., allure générale. 
(http://erick.dronnet.free.fr/belles_fleurs_de_france/images/galega.officinalis.htm) 
 
 
I-7-1-Description de la plante 
 
(Guibourt, 1870 ; Blondel, 1887 ; Bonnier et Layens, 1900 ; Collin, 1908 ; Perrot, 
1943-44 ; Planchon et al., 1906 ; Fournier, 1948; Perrot et Paris, 1971 ; Bezanger-
Beauquesne et al., 1990 ; Bruneton, 1996 ; Wichtl et Anton, 1999) 
 
I-7-1-1- Généralités 
 
 Le Galéga officinal, dorénavant désigné dans ce mémoire sous le nom de Galéga, n’est 
apparu dans la littérature botanique qu’au XVIème siècle et est également connu sous de 
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multiples appellations. Nous avons dressé une liste des noms vernaculaires qui lui sont 
attribués. 
o En français rue des chèvres, herbe à chèvres, lilas d’Espagne, sainfoin  
    d’Espagne, lavanèse, vanèse, faux-indigo. 
 
o En allemand Geißraute, Geißrautenkraut, Ziegenraute, Geißklee, Bockskraut, 
    Flekkenkraut, Pockenraute, Suchtkraut. 
 
o En anglais goat’s rue (= goatsrue), professor-weed, French honeysuckle, 
french lilac. 
 
o En espagnol ruda cabruna. 
 
o En italien  capraggine, lavamani, lavanese. 
 
 
Il y a cinq siècles déjà, les premières constatations laissaient à penser que l’ingestion 
de ce végétal induisait des effets bénéfiques sur les organismes humains. Employée en tant 
que plante fourragère au XVIIIème siècle, son utilisation a depuis été proscrite suite aux 
signalements de nombreux cas d’intoxications mortelles, notamment chez les ovins (la dose 
toxique est d’environ 500 g de plante pour un mouton adulte), les caprins et les équidés (Puyt 
et al., 1981 ; Greshman et Booth, 1991 ; Boutines, 1992). Les travaux de Morquer et al. 
(1953), Reuter et al. (1969) et Keeler et al. (1992) contribuèrent à identifier les agents 
responsables de l’intoxication comme étant deux alcaloïdes, la galutéoline et surtout la 
galégine. 
 
Cette plante est plutôt vigoureuse et s’accommode de sols acides, pauvres en matières 
organiques, compacts, siliceux ou argileux. La symbiose qu’elle entretient avec Rhizobium 
galegae lui procure un apport permanent de substances azotées. Si l’azote ne constitue donc 
pas un facteur limitant pour son développement, deux facteurs en conditionnent la qualité et 
s’avèrent essentiels pour le Galéga : l’humidité et la température. 
C’est ainsi que la plante est rencontrée principalement en bordure des fossés, sur les 
berges des rivières ou dans des prairies alluviales. 
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Originaire d’Asie occidentale et d’Europe méridionale, l’espèce se retrouve répertoriée 
dans de nombreux pays européens comme la Bulgarie, la Roumanie, l’Albanie, la Hongrie, la 
République tchèque, l’ex-Yougoslavie, la Pologne, en ex-union soviétique, en Allemagne, 
Grèce, Espagne, Italie et en Turquie. Le Galéga officinal a également été implanté aux USA, 
en Amérique du Sud et en Nouvelle-Zélande. 
En France, le Galéga croit de façon spontanée, notamment dans le Sud-Ouest de la 
France (Aquitaine et Midi-Pyrénées). Sa période de floraison s’étend du mois de Mai au mois 
de Juin. 
 
 
I-7-1-2- Description morphologique (figure 3) 
 
Le Galéga est une plante herbacée vivace, de port buissonnant, pouvant facilement 
atteindre une hauteur de 80 à 100 cm (photographie 1). 
 
La racine de Galéga est puissante, ligneuse, pivotante et très souvent profonde, ce qui 
lui permet de s’ancrer solidement dans le sol. Elle présente un goût amer. L’écorce est 
blanchâtre, parsemée de fragments jaunes de desquamation. La partie centrale de la section est 
également de couleur blanche. 
Les parties aériennes sont constituées de tiges dressées, rigides, glabres, creuses et 
couvertes de stries longitudinales. 
Les feuilles, d’un vert vif, sont composées, alternes et imparipennées. Les stipules 
situées à la base du pétiole, sont assez longues, libres et sagittées. Les folioles, dont le nombre 
varie de onze à dix-neuf, sont caractérisées par une forme obtuse, oblongue et lancéolée. 
L’extrémité des folioles est mucronée à l’exception de la foliole terminale dont le sommet est 
échancré distinctement. 
Les inflorescences sont des grappes, axillaires ou terminales, plutôt denses et 
allongées, constituées de petites fleurs bisexuées. Les grappes de fleurs sont plus longues que 
les feuilles à la base desquelles elles viennent s’insérer. 
 La fleur présente un calice, campanulé et bossu à la base, comportant cinq dents 
subégales lancéolées et une corolle pentamérique, zygomorphe, papilionacée dont la teinte, 
parfois blanche ou panachée, varie généralement dans des nuances de bleu-lilas ou de rose. 
L’étendard et les deux ailes sont oblongues. La carène, constituée par la soudure de deux 
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pétales inférieurs, est légèrement incurvée et relevée. L’androcée est diplostémone et de type 
subdiadelphe autour de l’ovaire : les dix étamines sont soudées entre elles par leurs filets sauf 
une, soudée seulement sur la moitié de sa longueur. L’ovaire, de type supère, est 
monocarpellé et surmonté du style et du stigmate. 
 Le fruit est une gousse dressée, rigide et cylindroïde. Elle est glabre, bosselée, 
striée, légèrement comprimée latéralement et parcourue par deux sillons latéraux délimitant 
les valves dorsale et ventrale. La gousse mesure entre 2 et 3 cm de longueur. Les graines, 
exalbuminées, sont retenues par un court funicule. A maturité, les deux valves s’ouvrent en 
vrillant, laissant échapper deux à cinq graines brunes et ovoïdes. 
 
 
Figure 3 : planche représentant Galega officinalis L. (Thomé, 1885). 
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I-7-2- Données phytochimiques du Galéga officinal 
(Champavier, 1999; Hegnauer, 1990 ; Bruneton, 1996; DNP version 13 :1, 1982-2005) 
 
La drogue végétale traditionnelle est constituée par les sommités fleuries, les feuilles 
et les tiges, récoltées en début de floraison. Elle est surtout importée de Bulgarie, de Pologne 
ou de Hongrie. La plupart des données phytochimiques que rapporte la bibliographie renvoie 
aux composés majoritairement présents dans la plante, les flavonoïdes. 
Le tableau 1 récapitule les différentes molécules isolées de la drogue de Galega 
officinalis L. Outre ces composés , la plante contiendrait également des acides aminés, des 
glucides et des tannins. 
 
Galégine 
C6H13N3 
 
 
 
Toxique (au niveau pulmonaire) 
Action sur la néoglucogenèse hépatique 
Hydroxygalégine 
C6H13N3O 
 
 
 
 
Toxique 
Sphérophysine 
C10H22O4 
 
 
 
 
 
 
Smyrnovine 
C12H24N4O 
 
 
 
 
Vasicine (R=OH)  et  Désoxyvasicine (R=H) 
C11H12N2O                    C11H12N2 
 
 
 
 
 
 
Ovytoxique, abortif 
Effet hypertenseur 
Responsable de l’amertume 
Vasicinone (R=OH) et Désoxyvasicinone (R=H) 
C11H10N2O2                      C11H10N2O 
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Allantoïne 
C4H6N4O3 
 
 
 
 
 
Activité anti-inflammatoire 
Favorise la cicatrisation 
 
(Fukunaga et al., 1987) 
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Molécule F.B. R1 R2 R3 R4 R5 R6 
Lutéoline C15H10O6 OH H OH H OH H 
Galutéoline C21H20O11 OH H O-Glc H OH H 
Kaempférol C15H10O6 H OH OH H OH H 
3,5,8,3’,4’-penta 
hydroxyflavonol 
C15H10O7 OH OH OH H H OH 
Isorhamnétine 3-O--L- 
rhamnopyranoside 
C22H22O11 O-CH3 O-Rham OH H OH H 
Afzéline C21H20O10 H O-Rham OH H OH H 
Quercitrine C21H10O11 OH O-Rham OH H OH H 
Galéine C27H30O15 H O-Rham OH H OH H 
Rutine C27H30O16 OH O-Glc-Rham OH H OH H 
Kaempférol 
3-O--D glucoside 
C22H22O12 H O-Glc OH H OH H 
Kaempférol 
3-O-robinobioside 
C27H30O15 H O-Robinobioside OH H OH H 
Isorhamnétine 
3-O-rutinoside 
C28H32O16 OCH3 Rutinose OH H OH H 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Molécule F.B. R1 R2 R3 R4 
Mauritianine C33H40O19 H OH OH H 
Quercétine 3 [2-G –
rhamnosylrutinoside] 
C33H40O20 OH OH H OH 
Kaempférol 3-[2G –(4-
acétylrhamnosyl)rutinoside) 
C35H42O20 H O-Ac OH H 
(Champavier et al., 2000). 
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Ï  
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S 
Sativane 
C17H18O4 
 
 
 
 
Activité anti-œstrogénique et 
anti-proliférative 
 
(Le Bail et al., 2000). 
Médicarpine 
C16H14O4 
 
 
 
 
 
 
 
(Le Bail et al., 2000). 
O
O
R6
R5
R4
R3
R2
R1
OH
H
- Synthèse bibliographique - 
- Rappels : systématique, données botaniques et phytochimiques - 
 
 36
O
CH3CH3
O
CH3
CH3
O
OH
OH
OH
HO
RO
FL
A
V
O
N
O
ÏD
ES
 
2,3',4',5,7-pentahydroxyflavanone (1) C15H12O7 
et son dérivé glycosylé (2)C21H22O12 
 
(1) : R=H ; (2) : R=Glc 
Médicagol(1) et son dérivé Méthyl éther (2) 
C16H8O6        et C17H10O6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Fukunaga et al., 1987) 
Déarabinosylpneumonanthoside 
C19H30O7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Champavier et al., 1999). 
Campestérol 
C28H48O 
 
(Fukunaga et al., 1987) 
Campestérol 
C29H48O 
CH3
CH3
HO
H3C CH3
CH3
C2H5
 
(Fukunaga et al., 1987). 
-sitostérol (R=H) ; sa forme glycosylée (R=Glc) 
C29H50O                     C35H60O6 
 
 
 
 
 
 
 
 
Agent œstrogénique, hypolipidique et 
hypocholestémqiue 
 
(Fukunaga et al., 1987). 
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Soyasapogénol B, 3-O-[-D-glucopyranosyl (1 ->2)- -D-glucuronopyranoside 
C42H68O14 
M.M. : 796 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Fukunaga et al., 1987). 
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(Champavier, 1999). 
Acide p-OH-benzoïque 
 
 
 
 
 
 
(Champavier, 1999). 
Acide protocatéchique 
 
 
 
 
 
(Champavier, 1999). 
Acide (E)-p-coumarique 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Champavier, 1999). 
Acide (E)-caféique 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Champavier, 1999). 
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Benzyl 2-O--D-glucopyrnosyl-6-hydroxybenzoate 
C20H22O9 
 
 
 
 
 
 
(Champavier, 1999). 
 
 
Tableau 1 : molécules isolées de Galega officinalis L. 
O OH3CO
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I-7-3- Usages médicinaux anciens et actuels – Données pharmacologiques 
(Larousse, 1996 ; Weiss, 1985 ; Fournier, 1948 ; Collin, 1908 ; Fluck, 1977 ; Vigneau, 1985 ; 
Bezanger-Beauquesne et al., 1986 ; Bruneton, 1996 ; Swerdlow, 2000) 
 
Employé en médecine traditionnelle sous diverses formes, en cataplasmes, ingéré cru, 
cuit ou sous forme de suc frais, G. officinalis était utilisé pour soigner certaines affections 
comme les fièvres pestilentielles, les piqûres d’insectes et les morsures d’animaux venimeux. 
On lui a attribué des propriétés très diversifiées, l’utilisant comme vermifuge, 
diurétique, anti-convulsif et sudorifique, en tant que stimulant des glandes surrénales et du 
pancréas, comme « dépuratif » et protecteur hépatique ; c’est également un modificateur de 
terrain préconisé dans les « perturbations glandulaires » et troubles des sécrétions gastro-
intestinales. 
Pour toutes ces indications, l’efficacité n’a pas été prouvée. 
 
 
Aujourd’hui, le Galéga est très peu employé ; il fut principalement utilisé pour ses 
propriétés antidiabétiques, en tant qu’adjuvant de l’insuline dans les traitements 
complémentaires du diabète modéré. Cette activité hypoglycémiante est attribuée à trois 
éléments. Le premier est la galégine, un dérivé de guanidine toxique pour certains animaux (il 
existe peut-être un risque pour l’homme à très forte dose) et dont l’action se voit potentialisée 
par la présence d’un second élément, les flavonoïdes (Pundarikakshudu, 1994 ; Lapinina et 
Sisoeva, 1964, dans Vigneau, 1985). Enfin, le troisième élément est l’implication des sels de 
chrome dans l’effet antidiabétique (Müller, 1988) sachant qu’une carence en sels de chrome 
rend le récepteur à insuline non fonctionnel. 
Il convient toutefois d’insister sur un fait : le Galéga ne peut en aucun cas se substituer 
à un traitement classique et son utilisation doit se faire sous contrôle médical. La plante a été 
administrée sous forme d’infusion ou de décoction (Sée, 1929 ; Parturier et Huguenot, 1935). 
La décoction de Galéga se prépare à partir d’une grosse cuillère à café de parties aériennes de 
plante concassée et mêlée en quantité égale de graines. Le mélange est plongé dans de l’eau 
bouillante environ 10 minutes. 
  
Le Galéga est également réputé pour ses vertus galactogènes. Au point de vue 
étymologique, cela rentre dans une certaine logique puisque le mot « gala » signifie lait en 
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grec et « ageïn », produire. Bien qu’admise, l’action galactogène n’est pas clairement établie : 
Lewis et Carlson (1917) ainsi que Heiss (1968) ont émis l’hypothèse selon laquelle l’activité 
pourrait être tout simplement induite par une forte teneur protéique plutôt que par la présence 
d’un composé spécifique. La question reste entière si l’on considère les travaux de Le Bail et 
al. (2000) qui ont permis la mise à jour d’un flavonoïde, le sativan, présentant une activité 
anti-œstrogénique. 
Sous forme d’extrait ou d’infusion à 10 %, le Galéga augmenterait la production de 
lait de 35 à 50 % en favorisant le développement des glandes mammaires. Les spécialités à 
base de Galéga telles que la TISANE DU CURE DU DEUIL® (Annexe 1) ne sont plus 
commercialisées. A l’heure actuelle, la seule spécialité encore en vente en officine est le 
GALACTOGIL® (Annexe 1). 
 
 
Hormis les deux indications que nous venons de développer, le Galéga n’est plus du 
tout employé en médecine contemporaine. Les études phytochimiques, menées cette dernière 
décennie, ont pourtant permis de donner au Galéga un regain d’intérêt, en mettant à jour les 
activités suivantes : 
 
- une action antibactérienne (Pundarikakshudu et al., 2001), 
- une action sur la lipolyse, indépendante de la prise alimentaire (Palit et al., 1999), 
- une action sur différents facteurs intervenant dans le processus de la coagulation 
sanguine, une inhibition réversible de l’agrégation plaquettaire (Atanasov et 
Tchorbanov, 2002), 
- une activité anti-œstrogénique et anti-proliférative sur un composé (Le Bail et al., 
2000). 
 
 
 Aujourd’hui, la question que l’on peut se poser est la suivante : 
 « Galega officinal L., plante du passé ou plante d’avenir ? ». 
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II- Les terpènes 
 
II-1- Généralités 
 
 Avec plus de 30 000 représentants identifiés à ce jour, les terpènes constituent l’une 
des plus grandes classes de molécules naturelles répertoriées dans le domaine du vivant. 
L’engouement pour les terpènes, lié aux multiples sources d’intérêts déjà établis, est toujours 
aussi marqué et chaque année voit l’isolement et l’identification de nouvelles structures, ainsi 
que la prospection d’activités d’intérêt biologique et de valorisations diverses. 
 
Les terpènes ne sont pas propres au règne végétal mais, par opposition avec les 
animaux, une abondance et une extrême diversité de structures signent la spécificité de la 
biosynthèse d’une majorité de ces molécules chez les végétaux. Cette grande variabilité 
structurale peut s’expliquer par le jeu du degré variable des condensations, mécanisme 
associé à la formation des terpènes, mais aussi par tout un ensemble de réactions classiques 
de cyclisations, d’oxydations, de réductions, d’éliminations ou de remaniements moléculaires 
pouvant s’opérer sur un squelette carboné. 
Répertoriés avec les stéroïdes comme l’un des plus grands groupes de métabolites 
secondaires, leur appartenance au métabolisme secondaire n’est toutefois pas absolue ; 
certaines structures terpéniques appartiennent au métabolisme primaire et entrent également 
en jeu dans des fonctions vitales des végétaux supérieurs : notons l’exemple des caroténoïdes 
et des phytols qui collaborent activement au mécanisme de la photosynthèse (Arigoni et al., 
1997 ; Lichtenthaler et al., 1997 ; Eisenreich et al., 1998) ou encore celui de l’ubiquinone qui 
s’implique dans la respiration (Disch et al., 1998 ; Gennis et Stewart, 1996). Ils interviennent 
dans le développement, en tant qu’hormones végétales ; l’acide abscissique et la zéatine 
interviennent dans les mécanismes de stress, en tant que régulateurs de croissance 
(Milborrow et Lee, 1998), les brassinostéroïdes ont une influence sur l’élongation cellulaire 
(Szekeres et al., 1996). Ils procurent aux plantes l’aptitude de percevoir et d’interagir avec 
l’environnement extérieur (Kessler et Baldwin, 2001). Ils peuvent jouer le rôle de molécules 
de défense (Bach, 1995 ; Piel et al., 1998), attractives, répulsives ou toxiques à l’égard des 
agresseurs d’une plante (exemple de l’-hédérine). Les stérols, quant à eux, jouent un rôle 
fondamental dans la stabilisation membranaire des cellules eucaryotes et par conséquence 
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pour la viabilité de l’organisme (Rohmer, 1999 ; Estévez et al., 2001). Chez les végétaux, les 
stérols entrent également dans la constitution des cires. 
 
Les terpénoides sont réputés posséder des fonctions biologiques et physiologiques 
importantes chez les végétaux, mais aussi au niveau nutritionnel, thérapeutique et dans divers 
domaines industriels. 
 
L’industrie agro-alimentaire utilise les mono- et les sesquiterpènes, constituants 
majeurs des huiles essentielles, pour la composition d’agents gustatifs et aromatiques. 
L’industrie des cosmétiques exploite également les propriétés odorantes des 
monoterpènes, des sesquiterpènes et les propriétés détergentes des saponines pour la 
confection de nombreux produits. 
Dans le domaine pharmaceutique, citons des molécules comme la vitamine A 
employée en tant que cicatrisant en ophtalmologie, le taxol, agent antinéoplasique 
(Holmes, 1995) et ses dérivés tel que le docétaxel (TAXOTERE®) employé en milieu 
hospitalier. Dans un domaine d’étude avancée, l’artémisinine antimalarique (Van 
Geldre et al., 1997) et ses dérivés rentrent la composition de spécialités comme le 
PALUTHER®, ARSUMAX®, PLASMOTRIM® ; ces spécialités font actuellement 
l’objet d’études cliniques. 
 
 
 
 
La famille des terpènes est donc digne d’intérêts non négligeables et de multiples 
valorisations à échelle industrielle, notamment dans le domaine de la santé. 
Du fait de leur très grande diversité et de la complexité des structures, déchiffrer et 
expliquer les tenants et les aboutissants de leur biosynthèse relèvent d’un enjeu à échelle 
internationale. 
Les mécanismes généraux de la biosynthèse des terpènes sont présentés ci-après. 
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II-2- Biosynthèse et mécanismes de formation 
 
Les terpènes naturels sont des molécules plus ou moins complexes résultant de la 
condensation d’un nombre entier d’unités isopréniques. Une unité isoprénique est 
pentacarbonée et ramifiée. Ainsi, selon le nombre d’unités constitutives du squelette 
moléculaire, nous pouvons distinguer par degré graduel de condensation : 
 
- les terpènes proprement dits ou « monoterpènes », en C10, issus de la 
condensation de 2 unités, 
- les « sesquiterpènes », en C15, 
- les « diterpènes », en C20, 
- les « sesterpènes », en C25, 
- les « triterpènes », en C30, 
- les tétraterpènes, en C40, et au-delà, les polyterpènes. 
 
Il existe des structures qui semblent, à première vue, ne pas obéir à la règle 
isoprénique classique. Si cela est vrai pour quelques composés minoritaires, nous évoquons 
certains monoterpènes irréguliers comme par exemple l’acide pyréthrique, d’autres 
molécules comme les structures stéroïdiques en C27 répondent bien à la règle, mais leur 
biogenèse comprend des dégradations et des remaniements supplémentaires du squelette 
triterpénique primaire. Les stéroïdes peuvent dès lors être inclus dans le vaste groupe des 
triterpénoïdes. 
Les terpènes, en C30 et plus, sont omniprésents chez les végétaux ; toutefois, les 
mono- et les sesquiterpènes sont plutôt caractéristiques des plantes vasculaires avec 
l’apparition conjointe de cellules spécialisées dans la fonction de sécrétion ; ces terpènes 
« légers » constituent des marqueurs de l’Evolution. 
 
 
Avant de nous focaliser sur la grande classe des triterpènes, nous souhaitons 
repositionner ces derniers au sein de leur groupe d’appartenance et présenter les grandes 
étapes de la biosynthèse des terpènes. 
En premier lieu seront détaillées les étapes conduisant à la formation de l’isopentényl 
di-phosphate, ou IPP, précurseur de la synthèse des différentes classes terpéniques- voie 
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classique, voie alternative et dernières découvertes- puis, de manière plus formelle, les 
mécanismes généraux de biosynthèse menant de l’IPP aux différents squelettes terpéniques. 
Nous aborderons ensuite les étapes plus spécifiques menant à l’élaboration des 
composés en C30 et de leurs dérivés. Nous ne dresserons pas une liste exhaustive des 4000 
structures identifiées à ce jour, mais nous présenterons plutôt les étapes de synthèse de 
quelques structures. Nous préférerons nous attarder sur certaines molécules tétracycliques, 
les stérols, ainsi que sur des squelettes pentacycliques et leurs dérivés osidiques respectifs. 
Des composés similaires ont, en effet, été isolés et identifiés à l’issue de nos travaux sur 
Galega officinalis L. 
 
 
II-2-1- Formation du précurseur IPP 
 
 
Figure 4 : structure de l’isopentényl di-phosphate ou IPP. 
 
Pendant près d’un demi-siècle, les chimistes et biochimistes se sont appuyés sur la 
voie de l’acétate-mévalonate pour justifier la biosynthèse des différentes classes terpéniques. 
Cependant, force de la découverte de nouvelles structures, plusieurs expérimentations de 
marquage isotopique de substrats, pratiquées sur certaines bactéries, ont abouti à des résultats 
totalement incohérents avec le postulat initial : il a été constaté que les taux d’incorporation 
d’acétate marqué ne correspondaient pas à ceux théoriquement attendus et présentaient des 
variations suivant les types de structures terpéniques produites. La voie du mévalonate 
(VAM) a fait l’objet de contestations croissantes d’où s’en est suivie l’hypothèse de 
l’existence d’une voie alternative de synthèse de l’IPP, considéré comme le précurseur de la 
formation des terpènes. 
L’hypothèse a été sérieusement considérée mais ce n’est que récemment, avec les 
travaux de Broes (1994), Schwarz (1994), Lichtenthaler et al. (1999) et Rohmer et al. (1993, 
1996 et 1999), que l’incertitude a été levée. Plusieurs expérimentations, menées sur des 
Eubactéries et sur des végétaux, ont permis d’apporter une explication rationnelle aux 
PP-O
(IPP)
- Synthèse bibliographique - 
- Les terpènes - 
 44
variations des taux d’incorporation des différents substrats marqués dans les mono- et 
diterpènes ou encore les polyprénols. Rohmer démontra, en 1999, l’existence de cette voie 
alternative, apparemment indépendante de la VAM, et qu’il dénomma à ce titre « voie 
indépendante de l’acide mévalonique ». 
 
 
C’est sans nul doute l’une des découvertes les plus extraordinaires dans le domaine de 
la biochimie végétale. La voie du mévalonate, longtemps admise comme la seule voie initiant 
la biosynthèse terpénique, n’est dès lors plus considérée comme la voie de prédilection. Des 
études menées, au cours de ces quatre dernières années, ont permis d’apporter des 
compléments d’informations sur les mécanismes réactionnels, les enzymes, les gènes et les 
points de contrôle déjà élucidés dans cette variante de biosynthèse de l’IPP. 
 
Comme l’indique le schéma 1 ci-après, les deux voies opèrent indépendamment l’une 
de l’autre en raison de leur localisation dans des compartiments intracellulaires distincts, le 
cytoplasme et le chloroplaste. Bien que convergeant toutes deux vers le même composé 
précurseur, l’IPP, la voie classique acétate/mévalonate est utilisée préférentiellement pour la 
biosynthèse des stérols, sesquiterpènes et triterpènes tandis que celle du déoxy-xylulose-
phosphate (DOXP) sert de support à la formation des mono- et diterpènes, ainsi que des 
polyprénols tels le phytol, les caroténoïdes ou encore la plastoquinone-9 (Qureshi et Porter, 
1981 ; Giner et al., 1998 ; Adam et al. , 1999 ; Lichtenthaler et al., 1997 et 1999 ; Eisenreich 
et al., 2001). 
 
Schéma 1 : localisation des deux voies de synthèse  
de l’IPP dans une cellule végétale (Chapell, 2002). 
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Nous nous proposons de présenter ces deux grandes voies, telles qu’elles sont 
connues à ce jour, la voie classique ou « voie du mévalonate » (VAM) et son alternative, la 
voie du « déoxy-xylulose-phosphate » (DOXP) ou voie du méthyl-érythritol-phosphate 
(MEP), encore plus simplement appelée « voie du non-mévalonate ». 
 
 
II-2-1-1- La voie du mévalonate : une voie cytosolique 
 
Mécanisme réactionnel 
 
Lors de l’étape initiant le processus de formation de l’IPP, trois molécules d’acétyl-
Coenzyme A entrent en jeu. La réaction est catalysée par deux enzymes séquentiels. 
Le premier, l’acétoacétyl-CoA thiolase, catalyse une condensation de Claisen 
thermodynamiquement défavorable entre deux molécules, ce qui entraîne la formation de 
l’intermédiaire acétoacétyl-Coenzyme A. Puis, par le biais d’une condensation aldolique 
stéréospécifique, la troisième molécule d’acétyl-CoA vient se combiner à l’acétoacétyl-CoA 
pour former le 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-Coenzyme A (HMG-CoA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 : formation de l’HMG-CoA (Bruneton, 1999). 
 
Cette réaction est catalysée par un second enzyme, la HMG-CoA synthétase, sous sa 
forme cytosolique et c’est, en fait, la liaison créée entre cet enzyme et le groupement thiol de 
l’acétyl-CoA qui est hydrolysée pour former la terminaison acide de l’HMG-CoA. 
 
 
Les connaissances actuelles de l’activité de la HMG-CoA synthétase ont été 
accumulées à la suite d’un certain nombre de travaux sur des organismes tels que les levures, 
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les insectes, le rat et l’homme. Wegener et son équipe (1997) ont mis en évidence que 
l’ozone pouvait exercer une régulation sur l’activité de cette synthétase. Ce n’est que très 
récemment que cet enzyme a pu être purifié et caractérisé pour la première fois dans un 
végétal, Brassica juncea (Nagegowda et al., 2004). Il est, en outre, apparu que la HMG-CoA 
synthétase assure un rôle dans la régulation de divers phénomènes ; dans Hevea brasiliensis, 
elle semble impliquée dans le phénomène de variation diurne de production de caoutchouc, 
parallèlement à l’activité de la HMG-CoA réductase (HMGR) décrite un peu plus loin dans 
le texte (Suvachittanont et Wititsuwannakul, 1995). Son action régulatrice s’exerce 
également au cours des premiers stades du développement floral et lors de la germination 
(Alex et al., 2000). 
 
 
Une réduction NADPH-dépendante irréversible s’ensuit via la HMGR et permet 
d’obtenir un composé clé, l’acide 3R-mévalonique (MVA), et uniquement cet isomère. La 
conversion du groupement thioester en groupement alcool primaire s’opère en réalité en deux 
temps. La HMGR a fait l’objet de multiples études au cours desquelles il est apparu que son 
activité était influencée par des facteurs environnementaux tels que la lumière, la présence 
d’éléments pathogènes mais aussi par des signaux physiologiques que représentent les 
régulateurs de croissance, les inhibiteurs, les points de rétrocontrôle métaboliques ou encore 
les réactions de phosphorylation (Chapell, 1995 ; Luthra et al., 1999 ; Rodwell et al., 2000). 
Fortement régulé, il offre ainsi un point de contrôle important sur la voie de biosynthèse. 
Pour note, la mévilonine s’avère être un inhibiteur spécifique puissant de la HMGR. Cette 
régulation apparaît plus particulièrement chez les végétaux supérieurs lors de la synthèse de 
stérols ou de phytoalexines (Mc Caskill et Croteau, 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 : formation du mévalonate (MVA) (Bruneton, 1999). 
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Le passage d’une molécule à six atomes de carbone à une unité réactive isoprénique 
pentacarbonée s’effectue ensuite par une série de quatre réactions, dont les deux premières 
consistent simplement en une double phosphorylation d’un groupement hydroxyle. Ces deux 
réactions, conduites successivement par la mévalonate kinase (MVA kinase) et 
phosphomévalonate kinase (MVAP kinase), enzymes ATP-dépendants, assurent la formation 
d’un bon groupe partant, le groupe di-phosphate. Son élimination assiste une décarboxylation 
(via la MVAP décarboxylase) de la molécule et amène à la formation de l’IPP. 
 
Figure 7 : formation du DMAPP et de l’IPP (Bruneton, 1999). 
 
Ce dernier pourra ensuite être isomérisé en diméthylallyl di-phosphate (DMAPP) sous 
l’action d’une isomérase stéréospécifique. Le réarrangement allylique 1,3 implique l’addition 
d’un proton du milieu et l’élimination du proton H pro-2R de l’IPP. Le mécanisme est encore 
à l’étude. L’IPP isomérase est un / métallo-enzyme, vraisemblablement cytosolique 
(Bonanno et al., 2001), dont l’activation est liée à une modification conformationnelle ; cette 
modification structurale s’opère via une coordination métallique induite par un ion Mn2+ ou 
Mg2+ (Dubercq et al., 2001). Bien que réversible, l’équilibre penche largement en faveur de 
la formation du DMAPP. 
Ce réarrangement confère une forte réactivité au DMAPP, ainsi susceptible de subir 
une attaque nucléophile en C-1, avec départ concomitant du groupe pyrophosphate. L’attaque 
peut provenir d’un IPP mais également de toute autre molécule réactive. Le DMAPP 
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constitue une molécule « starter », premier terme d’une série de réactions conduisant à la 
formation des divers précurseurs de synthèse des six principales classes de terpènes (Dewick, 
1997 ; Bruneton, 1999). 
 
La voie du mévalonate est présentée dans son intégralité sur la figure 8. Longtemps 
considérée comme universelle, la VAM a pourtant montré ces limites avec la découverte 
d’une voie alternative de synthèse des isoprénoïdes. 
 
 
II-2-1-2- La voie du déoxy-xylulose-phosphate : une voie alternative plastidique 
 
La voie du déoxy-xylulose-phosphate, ou DOXP, a été mise à jour suite à la 
réalisation de plusieurs expériences de marquage de substrats pratiquées sur divers 
organismes (Lichtenthaler, 1999 ; Rohmer, 1999). La découverte a été faite sur des bactéries 
capables de produire des triterpènes de type hopane, Rhodospeudomonas spp. et 
Methylobacterium spp. (Rohmer et al., 1993 et 1996), mais c’est seulement en 1999 que 
Rohmer a élucidé les premières étapes d’une nouvelle voie. Schwarz et Broers (1994) ont mis 
en évidence un phénomène similaire chez Escherichia coli avec l’incorporation de 13C au 
niveau de la chaîne prénylique de l’ubiquinone. Le phénomène a également été observé sur 
des algues vertes (Scenedesmus obliquus) et au niveau végétal où il est apparu que le 
mévalonate ne serait pas, a priori, le précurseur du gingkolide A chez Gingko biloba, ni celui 
de la taxayunnanine C (Taxus chinenesis) ou encore des monoterpènes produits par Mentha 
piperita, pour ne citer que ces quelques exemples. 
Il apparaît que la voie du DOXP est largement répandue chez les bactéries et il est fort 
possible qu’elle intervienne de façon non négligeable dans le métabolisme de nombreux 
organismes vivants, exception faite chez les mammifères pour lesquels la voie du DOXP 
semble inexistante. Apparemment localisée au niveau des plastides chez les végétaux 
supérieurs, elle est impliquée dans la synthèse d’un bon nombre d’isoprénoïdes 
chloroplastiques ainsi que d’isoprénoïdes plastidiques à production plus restreinte        
(tableau 2) (Rohmer, 1999 ; Dubey, 2003). 
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Tableau 2 : terpènes naturels d’origine végétale variée, synthétisés à partir 
de la voie DOXP (Dubey, 2003). 
 
 
S’il n’est plus question aujourd’hui de douter de sa véracité, cette voie alternative 
n’en demeure pas moins l’objet de réactualisations et d’investigations scientifiques régulières 
et c’est une véritable course à la connaissance qui est lancée depuis sa découverte. Nous nous 
proposons de développer les principales étapes constitutives de la voie du DOXP et de 
présenter quelques points qui sont encore sujets à discussion. 
 
(La figure 8, présentée sur un volet, permet de suivre simultanément le détail des 
étapes réactionnelles développées ci-après.) 
 
Type 
Molécule 
Espèce végétale 
Hémiterpènes Isoprène 
Chlidonium majus, Populus nigra, 
Salix viminalis 
Bornéol Conocephalum conicum 
Cinéole Eucalyptus globules 
Géraniol Pelargonium graveolens, Vitis vinifera 
Acétate de linéalyle Mentha citrata 
Menthone, menthol, menthofurane Mentha piperita 
Pulégone Mentha pulegium 
Monoterpènes 
Thymol Thymus vulgaris 
Sesquiterpènes Bisaboloxide A et B, chamazulène Matricaria recutita 
Ginkgolides, Ginkgo biloba 
Marrubiine Marrubiun vulgare Diterpènes 
Taxol Taxus chinensis 
Caroténoides Béta-carotène 
Capsicum annuum,Catharenthus roseus,  
Lemna gibba, Loriodendrum tulipiflora, 
Narcissus pseudonarcissus 
Lutéine Catharenthus roseus 
Lycopène Lycopersicon esculentum 
Acide abscissique Persea americana 
Ent-kaurène Arabidopsis thaliana 
Phytol 
Catharenthus roseus, dacus carota, 
 Hordeum vulgare, Lemna gibba 
Autres composés 
d’origine 
isoprénique 
Plastoquinone Lemna gibba 
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Mécanisme réactionnel 
 
La première étape réactionnelle ((1), figure 8) correspond à la formation du DOXP 
par condensation d’une molécule en C2, issue de la décarboxylation du pyruvate et du                
D-glycéraldéhyde-3-phosphate, unité en C3 (Yokota et Sasajima, 1986 ; Rohmer et al., 1996). 
La DOXP synthétase (DOXPS), qui porte en position N-terminale un peptide signal de 
translocation, est probablement chloroplastique (Eisenreich, 2001). Codée par le gène dxs, 
elle catalyse en fait une réaction de décarboxylation. L’activation de cet enzyme nécessite la 
présence de deux éléments, la thiamine di-phosphate (qui vient se fixer sur un site spécifique 
de l’enzyme) et un ion bivalent comme le Mg2+ ou le Mn2+ (Rohmer, 1999 ; Rodriguez-
Conception et Boronat, 2002). 
 
 
Il a été établi que la DOXPS n’est pas un enzyme spécifique de la formation du 
DOXP ; en effet, en introduisant le substrat DOX dans E. coli ou Arabidopsis thaliana, 
Himmeldirk et son équipe (1996) ont constaté la formation de DOXP en tant que précurseur 
de thiamine et de pyrodoxol. La formation du DOXP constitue un point limitant dans la 
synthèse de l’IPP et, par conséquent, des terpénoïdes chez les végétaux supérieurs (Estevez et 
al., 2001). 
 
 
Concernant la seconde étape ((2), figure 8), l’hypothèse fut émise que le DOXP 
nécessitait d’être d’abord transformé en un produit de réarrangement moléculaire, 
vraisemblablement le 2-C-méthyl-érythrose-4-phosphate, avant de pouvoir être reconverti en 
2-C-méthyl-D-érythritol-4-phosphate (MEP) (Rohmer, 1999). Le mécanisme demeurant 
inconnu, il était logique de penser que deux enzymes étaient probablement impliqués dans le 
processus de formation du MEP. 
Plusieurs équipes de recherche ont travaillé au décryptage de cette étape réactionnelle 
et ont orienté leurs hypothèses sur l’action d’un seul enzyme (Duvold et al., 1997 ; Takahashi 
et al., 1998). L’équipe de Kuzuyama (2000, 2002) s’est également penchée sur l’étude de ce 
mécanisme en enchaînant une série de travaux de criblage génétique sur des mutants de E. 
coli. Pour élucider les composantes de cette seconde étape, il ont mis à incuber le produit 
d’expression d’un gène criblé, en présence de DOXP et de NADPH. La réaction aboutit à la 
formation d’un produit, identifié par des méthodes spectrométriques de masse et de RMN 
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comme étant le MEP. Kuzuyama a ainsi confirmé qu’en réalité, c’est en une seule étape et du 
fait d’un seul enzyme, la DOXP réductoisomérase (DOXPR), codée par le gène dxr, que le 
MEP est issu du réarrangement et de la réduction du DOXP. Pour son fonctionnement, la 
DOXPR, NADPH-dépendante, nécessite la présence d’un co-facteur en l’état d’un ion 
bivalent (Mn2+, Co2+ ou Mg2+), (Rohmer, 1999 ; Eisenreich et al., 2001). Les travaux sur E. 
coli ont également mis en évidence la spécificité et la répercussion de certaines composantes 
structurales sur l’activité de l’enzyme. L’importance des acides aminés Glu231 (rôle important 
dans la conversion du DOXP en MEP) et His153, 209, 257 (constitutives d’une partie du site de 
liaison au DOXP) a été confortée par des études sur la structure tridimensionnelle de la 
DOXP réductoisomérase (Yajima et al., 2002). L’étude de son enchaînement en acides 
aminés a également révélé la présence, au niveau N-terminal, d’un peptide signal de 
translocation vers les chloroplastes. 
 
 
Un second point de contrôle apparaît dans la voie du DOXP avec la possibilité de 
moduler l’activité de la DOXPR sous l’action d’un inhibiteur spécifique puissant, la 
fosmidomycine, (Kuzuyama et al., 1998). Ce détail est d’autant plus important que la 
DOXPR se trouve dans une majorité de végétaux, mais aussi chez certains protozoaires 
pathogènes de l’homme comme Plasmodium falciparum, tout en étant absente, rappelons-le, 
chez les mammifères. La DOXPR constitue dès lors une cible de criblage pour les herbicides 
et les antibactériens spécifiques (Rohmer, 1999). 
A titre indicatif seulement, il faut noter que l’étape que nous venons de développer 
interfère dans d’autres voies de synthèse ; pour être plus précis, c’est la réaction précédant 
l’étape de réarrangement moléculaire qui se retrouve impliquée dans la biosynthèse des 
acides aminés valine, leucine et isoleucine. Nous assistons, encore une fois, au jeu des 
carrefours de voies biosynthétiques. 
 
Au cours de la troisième étape ((3), figure 8), la MEP est transformée en 4-
diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol (CPP-ME). La réaction est catalysée par une 
MEP-cytidylyltransférase (MEP-CT), laquelle est CTP-dépendante. Cet enzyme, codé chez 
un mutant de E. coli par le gène ygbP (également désigné par ispD ou ‘mect’ (Kuzuyama et 
al., 2000)), requiert également, pour son bon fonctionnement, la présence d’un ion bivalent 
préférentiellement représenté par Mg2+. L’étude de la séquence en acides aminés montre, 
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encore une fois, la présence d’un peptide signal d’importation vers le plastide (Eisenreich et 
al., 2001 ; Rodriguez-Conception et Boronat, 2002). 
 
 
Le CPP-ME est ensuite phosphorylé par une kinase spécifique ((4), figure 8), la CPP-
MEP kinase, pour donner, en présence d’ATP, le 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-érythritol-
2-phosphate (CPP-ME2P). Cet enzyme, issu de la transcription du gène ychB (= ispE) 
rebaptisé ‘cmek’, peut également être transféré vers le chloroplaste grâce à la présence d’un 
peptide signal en position N-terminale (Kuzuyama et al., 2002). Cet enzyme est sujet à 
contreverses quant à sa véritable spécificité : l’hypothèse de son implication dans la 
phosphorylation de l’IP en IPP a, par la suite, été rejetée. 
 
 
La cinquième et dernière étape clairement identifiée à ce jour ((5), figure 8) est la 
conversion du CPP-ME2P en MECPP (2-C-méthyl-D-érythritol-2,4-cyclo di-phosphate) avec 
l’élimination simultanée de CMP (Richard et al., 2002). Dans les chromoplastes de Capsicum 
annuum et Narcissus pseudonarcissus, Fellermeier et al. (2001) démontrent que le MECDP 
peut être activement converti en phytoène. Autre constatation dans certaines bactéries cette 
fois, le MECDP peut s’accumuler sous l’effet d’un stress oxydant (Ostrovsky et al., 1998) ; 
mais la répercussion éventuelle de ce phénomène sur la voie de biosynthèse n’est toujours 
pas démontrée. 
L’enzyme mis en jeu dans la formation du MECPP, la MECPP synthétase, semble 
essentiel à la formation de l’IPP. Produit de la transcription du gène ygbB (= ispF), rebaptisé 
‘mecs’ par Kuzuyama, cet enzyme ne nécessite pas l’intervention de co-facteur. Son 
fonctionnement reste cependant lié à la présence d’un ion bivalent comme Mg2+ ou Mn2+ 
(Eisenreich et al., 2001 ; Fellermeier et al., 2003). Cet enzyme représente également une 
cible potentielle dans des organismes pathogènes responsables de pathologies infectieuses 
chez l’homme. Citons par exemple Helicobacter pylori, responsable de la majorité des 
ulcères gastriques, Campylobacter jejuni, responsable d’infections intestinales ou encore 
Treponema pallidum à l’origine de la syphyllis (Gabrielsen et al., 2004). 
 
Les gènes codant pour les enzymes impliqués dans les cinq étapes que nous venons de 
développer, ont été clonés et caractérisés dans de nombreux organismes (tableau 3). 
 
- Synthèse bibliographique - 
- Les terpènes - 
 53
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 3 : distribution des gènes impliqués dans 
les voies mévalonate et non-mévalonate (Kuzuyama, 2002). 
 
 
Les étapes subsidiaires aboutissant à l’élaboration d’IPP et de DMAPP commencent 
seulement à être élucidées. Il est une certitude cependant : ces réactions doivent concilier une 
ouverture de cycle, l’élimination de deux molécules d’eau et deux étapes de réduction pour 
aboutir aux unités attendues (Giner et al., 1998). Le 1-hydroxy-2-méthyl-2(E)-butényl-4-di-
phosphate (HMBPP) a été considéré comme l’intermédiaire hypothétique (placé après le 
MECPP, ((7), figure 8), à l’origine de la formation de l’IPP et du DMAPP (Hintz et al., 
2001 ; Reichenberg et al., 2003). 
 
Les dernières découvertes chez E. coli apportent des arguments en faveur de 
l’implication des gènes gcpE (= ispG) et lytB (= ispH) dans ces réactions terminales. Plus 
explicitement, le produit de transcription de gcpE catalyse la conversion de MECPP en 1-
Gène
+ montre que le gène est présent 
* les produits formés à partir de ces gènes portent un peptide de translocation sur leur terminaison N-terminale 
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hydroxy-2-méthyl-2-(E)-butényl-4 di-phosphate (HMBPP), ((6), figure 8), (Hecht et al., 
2001). Sous l’action du produit dérivant de lytB, l’enzyme IDS (ou HMBPP synthétase), le 
HMBDP est alors converti en IPP et DMAPP dans des proportions 5 : 1 (Jomaa et al., 1999 ; 
Rohdich et al., 2001 ; Kollas et al. , 2002, Cunningham et al., 2000). 
 
 
L’isomérase catalysant la transformation d’IPP en DMAPP est codée par un gène 
unique, le gène idi ((8), figure 8). Rohmer (1999) suggéra que cet enzyme pouvait se révéler 
comme le premier enzyme commun aux deux voies de biosynthèse de l’IPP, mais Rodriguez-
Conception et al. (2000) a fait apparaître que l’IPP et le DMAPP pouvaient être synthétisés 
indépendamment l’un de l’autre, rendant du même coup l’IPP isomérase non-indispensable 
dans la voie du DOXP. 
 
La figure 8 reprend la voie du DOXP et la voie du mévalonate dans leur ensemble. 
 
 
Inexistante chez les mammifères, la voie du DOXP est essentielle à la survie et au 
développement de végétaux (tableau 4) (Takahashi et al., 1998), de parasites responsables 
d’affections graves chez l’homme comme la tuberculose ou encore la malaria (Jomaa et al., 
1999). Comme l’illustre le tableau 3, cette voie alternative présente, avec les multiples points 
de contrôle qui lui sont spécifiques, un éventail de cibles intéressantes pour le criblage de 
nouvelles substances herbicides ou thérapeutiques (antimalariques) spécifiques (Kuzuyama et 
al., 2000 ; Lichtenthaler et al., 2000 ; Eisenreich et al., 2004 ; Martin et al., 2003 ; Testa et 
Brown, 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 4 : enzymes de la voie DOXP, caractérisés 
dans des espèces végétales variées (Dubey, 2003). 
Enzyme Espèce végétale 
DOXP synthétase 
Arabidopsis thaliana, Capsicuum annuum, 
Catharenthus roseus, Lycopersicon esculentum, 
Mentha piperita, Medicago truncatula 
DOXP réductoisomérase 
Arabidopsis thaliana, Catharenthus roseus, 
Mentha piperita 
MECPP synthétase 
Arabidopsis thaliana, Capsicuum annuum, 
Catharenthus roseus, Narcissus pseudonarcissus 
MECPP kinase Lycopersicon esculentum, Mentha piperita 
HMBPP synthétase Arabidopsis thaliana 
HMBPP réductase Capsicuum annuum 
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L’utilisation de substances ciblant spécifiquement la voie de la DOXP n’est pas 
toujours efficace chez certaines bactéries pathogènes. Begley et son équipe (2004) ont très 
récemment mis en évidence l’exemple d’une bactérie pathogène, Listeria monocytogenes, 
chez qui la voie alternative n’est pas essentielle à sa survie. En effet, cette bactérie 
extrêmement résistante dispose des deux voies de biosynthèse de l’IPP. Il a été démontré que 
ces deux voies peuvent interagir entre elles de manière complémentaire et ce, quel que soit le 
point de défaillance dans l’une ou l’autre des voies. 
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Figure 8: les deux voies de biosynthèse de l’IPP et du DMAPP chez les végétaux 
(d’après Kuzuyama (2002) et Dubey et al. (2003). 
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II-2-1-3- Interactions entre les deux voies de synthèse de l’IPP 
 
 Deux voies de biosynthèse sont donc sollicitées pour la synthèse de terpènes. Deux 
voies conduisant à la production d’une seule et même molécule, l’IPP, et offrant d’autant plus 
de points de régulation sur la synthèse d’isoprénoïdes. Les deux voies peuvent fonctionner 
simultanément, notamment chez les végétaux supérieurs, indépendamment ou en coopération. 
La compartimentation des voies n’est pas une vérité absolue dans le sens où les 
éléments d’un compartiment cellulaire peuvent transiter vers un autre et ce phénomène est 
applicable à notre exemple (Begley et al., 2004). 
 
 
La voie du mévalonate, opérant aux niveaux cytoplasmique et mitochondrial, joue un 
rôle restreint et sert principalement de support à la synthèse des triterpènes et des stérols, des 
sesquiterpènes et des ubiquinones. La voie du non-mévalonate entre en jeu pour la synthèse 
des terpènes plastidiques. Les composantes de ces voies distinctes ne sont pourtant pas 
spécifiques du compartiment dans lequel elles agissent : il existe des flux migratoires entre 
cytoplasme et plaste. C’est effectivement le cas de l’IPP, du farnésyl di-phosphate (FPP) et du 
géranyl di-phosphate (GPP), (Mc Caskill et Croteau, 1998 ; Rohmer, 1999). Très récemment, 
Bick et Lange (2003) ont démontré l’existence d’un transport de l’IPP et du GPP des plastes 
vers le cytoplasme. La présence d’un système symport IPP/GPP sur la membrane plastidique 
est à l’origine de cette transition unidirectionnelle. 
Nous disposons aussi d’indications concernant l’existence probable d’une HMG-
réductase plastidique (Mac Caskill et Croteau, 1998). 
 
 
Il ne peut pas non plus être attribué de manière exclusive l’appartenance d’un 
métabolite à l’une ou l’autre des voies ; des études ont mis en évidence que des sesquiterpènes 
pouvaient avoir comme origine le pyruvate et non le mévalonate (Mentha piperita). Certains 
composés peuvent aussi être issus des deux voies fonctionnant en coopération, comme les 
sesquiterpènes formés dans Matricaria recutita et les diterpènes de Gingko biloba. Cela a été 
mis en évidence par des expériences de marquage au 13C dans plusieurs espèces végétales 
(Schwarz, 1994 ; Adam et al., 1999 ; Itoh et al., 2000). 
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Les deux voies peuvent interagir entre elles, mais y en a t-il une qui prédomine sur 
l’autre ? Des analyses quantitatives, en spectroscopie RMN sur des terpènes synthétisés à 
partir des deux voies, ont montré une implication prédominante de la voie non-mévalonate. 
D’un autre côté, il a été supposé que la HMGR pouvait avoir une influence sur le 
métabolisme de terpènes plastidiques, mais l’on émet encore beaucoup de réserves quant à 
l’implication de la voie mévalonate dans la synthèse des terpènes plastidiques (Chapell, 
2002 ; Luthra et al., 1999). Cette dernière semble jouer un rôle relativement restreint dans la 
synthèse terpénique tandis que la voie de la DOXP y participerait plus largement (Dubey, 
2003). C’est d’ailleurs au niveau de la régulation biosynthétique des différents types de 
terpènes que la compartimentation intra-cellulaire semble jouer un rôle crucial (Lichtenthaler , 
1999 ; Rohmer, 1999 ; Eisenreich et al., 2004). 
 
 
Les transferts qui s’opèrent, les mécanismes sollicités et les interactions entre les deux 
voies sont loin d’être totalement élucidés. La grande complexité des voies de biosynthèse 
des terpènes en fait un sujet encore très délicat à traiter. 
 
 
II-2-2- De l’IPP aux terpènes 
(Dewick, 1997 ; Bruneton, 1999) 
 
Une molécule d’IPP est isomérisée en DMAPP, premier terme d’une série de réactions 
enzymo-catalysées. S’ensuit une condensation entre la molécule « starter » et une autre unité 
d’IPP pour former le géranyl di-phosphate en C10 (GPP), précurseur des monoterpènes. 
Le mécanisme s’organise comme suit. L’ionisation du groupe di-phosphate du 
DMAPP entraîne le départ de celui-ci. Le DMAPP devient nucléophile en C-1 et subit 
l’attaque électrophile du carbocation allylique formé sur la double liaison de l’IPP. 
L’élimination d’un proton pro-2R de l’IPP accompagne la formation du GPP. Cette réaction 
est catalysée par la GPP synthétase. 
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Figure 9 : formation du GPP (Bruneton, 1999). 
 
 
Suivant le même procédé de condensation tête-à-queue entre un IPP et le précurseur 
nouvellement formé, le FPP en C15, puis le géranylgéranyl di phosphate en C20 (GGPP) et 
enfin le géranylfarnésyl di phosphate en C25 (GFPP), respectivement précurseurs des 
sesquiterpènes, diterpènes et sesterpènes seront synthétisés. 
Le processus diverge légèrement pour la formation des unités en C30 et en C40. La 
formation des triterpènes (et subséquemment des stéroïdes) provient du squalène (C30), 
résultat du couplage queue-à-queue de deux molécules de FPP (2 × C15). De même, les 
tétraterpènes sont issus du cis-phytoène, produit de l’association de deux GGPP (2 × C20). 
La figure 10 récapitule la synthèse des différentes classes de terpènes. 
 
 
Tous les précurseurs dont il est question ici sont acycliques mais la majorité des 
terpènes formés sont des molécules cycliques. Les synthétases conduisant le phénomène de 
cyclisation sont des cyclases hautement spécifiques de chaque classe de terpènes. Par leur 
origine génétique et leur mécanisme d’action, les terpènes synthétases entrent dans une classe 
particulière d’enzymes. Elles font d’ailleurs l’objet d’études génétiques poussées dans le but 
d’établir leur phyllogénie et ainsi mieux comprendre leur répartition et leur rôle au sein de la 
plante (Trapp et Croteau, 2001). 
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Figure 10 : synthèse des classes terpéniques chez les végétaux (Dubey, 2003). 
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La cyclisation des précurseurs implique le passage par des réactions carbocationiques, 
des oxydations et des réductions, des réarrangements intramoléculaires, des éliminations de 
protons, de molécules d’eau et autres transformations aboutissant à la création de structures 
plus ou moins originales. Le nombre croissant de carbones augmente le degré de cyclisation 
et il en découle une extraordinaire diversité structurale. 
 
 
II-3- Formation des triterpènes stricto sensu, des stérols et de leurs dérivés 
 
La majorité des triterpènes sont des molécules cycliques et sont, à ce jour, représentés 
par environ 4000 structures formées sur plus d’une centaine de squelettes. La plupart des 
triterpènes sont des molécules tétracycliques en C6-C6-C6-C5 (c’est-à-dire 3 cycles 
hexacarbonés et 1 pentacarboné) ou de structures pentacycliques en C6-C6-C6-C6-C5 ou C6-
C6-C6-C6-C6. 
Les stérols, molécules tétracycliques, représentent une catégorie fort réputée. 
 
Phytostérols et triterpènes pentacycliques se rencontrent à l’état libre ou sous forme 
d’hétérosides (on parle alors de saponosides). Selon la nature de la génine, on distinguera les 
saponosides à génine stéroïdique et les saponosides à génine triterpénique, de loin plus 
nombreux que les précédents. 
Toutefois, les triterpènes naturels peuvent aussi être représentés par des squelettes 
mono-, bi-, tri- et hexacycliques ainsi que par des structures acycliques ; la formation de ces 
dernières structures peut être expliquée par un mécanisme de formation différent, par une 
interruption plus ou moins rapide du processus de cyclisation, ou encore suite à des 
modifications de structures pré-existantes (Xu et al., 2004). 
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II-3-1- Variabilité structurale des triterpènes 
(Dewick, 1997 ; Bruneton, 1999) 
 
II-3-1-1- Squalène et époxysqualène (figure 11) 
 
Rappelons que sous l’action de la squalène synthétase et en présence de NADPH, le 
FPP linéaire se dimérise pour former le squalène, précurseur acyclique. 
 
Un proton porté en C-1 et le groupement di-phosphate d’un FPP sont éliminés dès le 
départ. Le FPP précurseur passe à l’état de cation farnésyl, sensible à l’attaque électrophile 
venue de la double liaison 2,3 du second FPP mis en jeu. Le retour de la structure à l’état 
neutre s’opère par la perte d’un proton et la formation d’un noyau cyclopropane aboutissant à 
la formation d’un composé intermédiaire, le présqualène di-phosphate. La perte du second 
groupement di-phosphate entraîne la formation d’un cation primaire instable qui, via un 
réarrangement 1,2 alkyl, de type Wagner-Meerwein, amène à la formation d’un cation 
secondaire, le noyau cyclobutane. Suite au clivage du cyclobutane, un nouveau cation 
allylique se forme. Le retour de la molécule à l’état neutre s'effectue suite à l’attaque par un 
proton chargé négativement apporté par le NADPH générant finalement le squalène. 
 
Le squalène peut ensuite être oxydé en squalène-2,3-oxyde, ou époxysqualène, par 
l’intervention d’une monooxygénase. 
 
Nous allons aborder les diverses structures, réparties en séries, qui composent la très 
grande diversité de la famille des triterpènes. Nous exposerons les principaux mécanismes de 
formation sollicités pour les molécules tétra et pentacycliques, laissant de côté les détails de 
ceux conduisant aux structures acycliques, mono-, bi- et tricycliques. 
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Figure 11 : détail de la formation du squalène (Dewick, 1997). 
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II-3-1-2- Mécanismes de formation des différentes séries 
(Dewick, 1997 ; Bruneton, 1999 ; Connoly et Hill, 2003 ; Xu et al., 2004) 
 
Les triterpènes dérivent, soit de la cyclisation du squalène, soit de celle de 
l’époxysqualène. Les synthétases catalysant la genèse des triterpènes sont NADPH-
dépendantes et sont identifiées comme des squalène cyclases (SC) et des oxydosqualène 
cyclases (OSC). Elles amènent respectivement à la formation de triterpènes cycliques et 
d’alcools triterpéniques. 
 
La plupart des gènes codant pour les OSC ont été clonés et caractérisés à partir de 
protistes, de bactéries, de champignons, de levures (Saccharomyces sp.), d’angiospermes 
divers et de mammifères (Xu et al., 2004). Si d’un point de vue phylogénétique les SC et OSC 
se distinguent des synthétases impliquées dans la formation des mono-, sesqui- et diterpènes 
(Bohlmann et al., 1998 ; Trapp et Croteau, 2001), leur mécanisme d’action, en revanche, est 
similaire. Les détails de ce mécanisme ont été mis à jour suite aux études réalisées sur des 
enzymes représentatifs de chaque type, la lanostérol synthétase et la squalène-hopène 
synthétase (Corey et al., 1966 ; Abe et al., 1993 ; Wendt et al., 1999 et 2000 ; Hoshino et 
Sato, 2002). Il apparaît notamment que le trans-squalène ou le trans-oxydosqualène est activé 
par une attaque cationique qui induit une cascade de cyclisations, lesquelles engendrent la 
formation d’un cation cyclique. Divers réarrangements et des cyclisations supplémentaires 
conduiront par la suite à des structures variées que l’on a tenté de classer par groupes ou 
séries. 
 
Des investigations menées sur la formation des cycles triterpéniques accréditent la 
règle biogénétique de l’isoprène et son implication sur les cyclisations catalysées du squalène 
et de l’époxysqualène. 
 
 
Dans le premier cas, celui de la cyclisation du trans-squalène (un cas un peu 
particulier), si l’on se réfère à la définition originelle, les triterpènes synthétisés sont 
dépourvus d’hydroxyle en C-3 et l’on aboutit à la formation de 3-déoxytriterpènes. Or, 
certaines découvertes ont poussé à la révision de cette définition, puisqu’il est apparu que des 
triterpènes hydroxylés en position 3 provenaient avec certitude d’une cyclisation induite par la 
squalène-cyclase. Sont donc formées des structures mono-, bi-, tri- et tétracycliques ainsi que 
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pentacycliques de la série des hopanes, lupanes et des fernanes. Nous reviendrons plus 
précisément sur ce point dans le paragraphe A qui suit, consacré à la cyclisation du squalène. 
 
 
Dans le cas où l’époxysqualène initie le processus de cyclisation, ce sont des alcools 
triterpéniques mono-, bi-, tri-, tétra et pentacycliques qui seront susceptibles d’être formés. 
Les végétaux ont la possibilité de cycliser l’époxysqualène à partir de différentes 
conformations « chaise-bateau », sortes de « mises en plis » qui déterminent la stéréochimie 
des structures finales. La fixation du précurseur sur l’enzyme dans telle ou telle conformation 
est garante de la formation de telle ou telle structure. De plus, c’est probablement la position 
selon laquelle le substrat vient se fixer sur l’enzyme qui limiterait le processus des 
cyclisations consécutives des noyaux A, B, C, etc… de la molécule. La cyclisation de 
l’époxysqualène correspond, par ailleurs, à un carrefour métabolique orientant la synthèse 
vers la formation de phytostérols, dérivés stéroïdiens et cucurbitacines, d’une part, de 
triterpènes stricto sensu, d’autre part. 
 
 
A- Cyclisation de l’époxysqualène 
 
C’est l’ouverture de l’époxyde qui initie la cyclisation. La monooxygénase qui 
intervient dans ce processus est une flavo-protéine nécessitant la présence de deux               
co-facteurs : l’O2 et le NADPH. Cet enzyme permet au squalène d’adopter une position 
stable ; c’est sous la condition d’impératifs stéréoélectroniques que la cyclisation s’opèrera 
correctement. Le 2,3-oxydosqualène a été découvert, en premier lieu, comme précurseur 
immédiat des lanostanes (Corey et al., 1966), structures typiquement animales, précurseurs du 
cholestérol et d’autres stérols animaux ou fongiques. Chez les bactéries, les lanostanes jouent 
le rôle équivalent de celui des stérols, garants de la cohésion membranaire des cellules. 
 
Comme cela a déjà été énoncé, l’époxysqualène peut conduire à la formation d’alcools 
triterpéniques pouvant posséder de un à cinq noyaux cycliques. La cyclisation peut s’exécuter 
sans encombre, mais aussi n’être que partielle ou au contraire totalement concertée (Xu et al., 
2004). Il serait trop fastidieux de rentrer dans le détail de chaque mécanisme, c’est pourquoi 
nous ne traiterons que les structures tétra- et pentacycliques dérivant de l’époxysqualène. 
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a) Les alcools triterpéniques tétracycliques sont les principaux composés générés par 
les OSC. Ils ont fait l’objet de très nombreux travaux car ils sont à la base de la 
biosynthèse des stérols. Les réarrangements des cations tétracycliques priment sur 
la neutralisation par protonation ou perte d’eau. Les deux carbocations, le cation 
protostéryl et le cation dammarényl, qui peuvent être produits par la OSC et leurs 
dérivés, sont présentés ci-après dans les paragraphes traitant des différentes 
conformations adoptées par l’époxysqualène. 
 
b) Les alcools triterpéniques pentacycliques représentent, en nombre, la classe la plus 
importante produite par la OSC. Les enzymes impliqués dans leur biosynthèse 
sembleraient multifonctionnels et donc responsables des multiples squelettes 
produits (Herrera et al., 1998 ; Segura et al., 2000 ; Kushiro et al., 2000 ; Morita et 
al., 2000 ; Husselstein-Muller et al., 2001). La très grande variété de structures 
produites témoigne de la diversité des modes de cyclisation provenant soit du 
cation protostéryl, soit du cation dammarényl, soit de pentacyclisations directes 
depuis des conformations de type « chaise-bateau-chaise-chaise » ou « chaise-
chaise-chaise-chaise ». Nous ne pourrons pas présenter toutes ces alternatives, c’est 
pourquoi nous ne ferons qu’énoncer les principales séries de référence. Il est 
important de noter que ces structures pentacycliques, pourtant omniprésentes chez 
les végétaux supérieurs, sont quasi-absentes dans les autres organismes (Herrera et 
al., 1998 ; Shibuya et al., 1999). 
 
 
Nous avons choisi d’énoncer de façon ciblée les grandes lignes conduisant plus 
particulièrement à la formation des triterpènes tétra- et pentacycliques. Voici présentés les 
deux carbocations qui peuvent être formés à partir de l’époxysqualène. 
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L’époxysqualène peut adopter différentes conformations « chaise-bateau ». 
 
Conformation « chaise-bateau-chaise-bateau » 
 
Si l’époxysqualène adopte la conformation « chaise-bateau-chaise-bateau » (« C-B-C-
B », sa cyclisation amène à la formation transitoire d’un cation protostéryl possédant les 
mêmes caractéristiques conformationnelles. 
La protonation de l’époxyde entraîne son ouverture et le noyau A assimilé se retrouve 
porteur de la charge positive. Le cation tertiaire ainsi formé subit une série d’attaques 
électrophiles, sautant de noyau en noyau , de carbocation à carbocation, jusqu’à obtenir le 
cation protostéryl (figures 12 et 13). 
Ce cation tertiaire est le précurseur direct des structures de type cycloartane et 
cucurbitane des végétaux. Chez les champignons et les animaux, la cyclisation aboutit à la 
formation d’un équivalent, le lanostérol (figure 12). Sa biosynthèse suit la règle isoprénique 
détaillée précédemment. 
 
• Le mécanisme de formation des cycloartanes se déroule comme suit. Le cation 
protostéryl subit une série de réarrangements de type Wagner-Meerwein. La 
succession de migrations 1,2-proton et 1,2-méthyl est rendue possible du fait 
de la disposition trans-antiparallèle des protons et méthyles (c’est-à-dire en C-
8, C-14, C-13 et C-17) migrants du coté opposé du stéréocentre. Cela engendre 
une inversion de configuration de ces derniers, puis la production successive de 
nouveaux carbocations et ainsi de suite jusqu’à la perte d’un proton 
appartenant au méthyle porté par le C-10 qui stoppe la cyclisation. La perte 
d’un proton du méthyle porté par le C-10 entraîne la formation d’un 
cyclopropane en C9-C10. 
 
• Dans le cas des cucurbitanes, le précurseur est toujours représenté par le cation 
protostéryl, sur lequel s’opère le même mécanisme décrit précédemment. La 
cyclisation s’achève là encore par la perte d’un proton et l’intermédiaire obtenu 
porte une double-liaison en C5-C6. Des oxydations variées amènent à la 
formation des cucurbitanes. 
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Conformation « chaise-chaise-chaise-bateau » 
 
En adoptant la conformation « chaise-chaise-chaise-bateau », l’époxysqualène amène 
à la formation d’un cation dammarényl (figure 13). 
 
• Suite à des migrations concertées, le cation dammarényl peut conduire soit à la 
formation du squelette de type tirucallane, précurseur des limonoïdes 
autrement appelées tétranorterpénoïdes, soit à la formation d’un squelette de 
type euphane, précurseur des quassinoïdes. 
• Le cation dammarényl entraîne de façon plus marginale la formation de 
composés tétracycliques en C6-C6-C6-C6 comme les baccharanes ou les 
shionanes. 
 
• Dans le cas le plus fréquent, un cycle supplémentaire va se former et permettre 
d’aboutir à la formation de triterpènes pentacycliques comme les olénanes, les 
ursanes, les lupanes, etc… (figure 13). 
 
 
Considérant les configurations relatives des terpènes synthétisés, on pense que 
l’oxydosqualène est à l’origine de la plupart des 3-OH-triterpénoïdes. Le groupement 
hydroxyle positionné en C-3 provient directement de l’ouverture initiale de l’époxyde de 
l’oxydo-squalène. D’un point de vue conformationnel, les groupements en position trans dans 
les structures acycliques se retrouvent typiquement en position anti dans les structures 
cyclisées (Ruzicka, 1963 ; Eschenmoser et al., 1955 ; Arigoni, 1959). 
 
Comme pour beaucoup de règles, il existe quelques cas particuliers. Ainsi, dans les 
mécanismes qui nous incombent, le cation protostane peut amener à la formation d’alcools 
triterpéniques pentacycliques. De même, certaines structures pentacycliques dérivées du 
cation dammarényl peuvent être obtenues via un intermédiaire particulier portant un noyau D-
E spiro-fusioné. Dans ce cas, la cyclisation du noyau E précèderait celle du noyau D. La 
cyclisation des cations précurseurs peut être très partielle. 
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B- Cyclisation du squalène 
 
Le processus de cyclisation est similaire à celui de l’époxysqualène. La cyclisation du 
trans-squalène est initiée par la protonation d’une double-liaison. Un cation tertiaire se forme 
mais l’absence de groupement hydroxyle en C-3 caractérise la grande majorité des composés 
formés. 
Si toutefois des molécules pourvues d’hydroxyle en C-3 viennent à être synthétisées, 
le groupement OH caractéristique provient, non pas du précurseur initial, mais de l’apport 
d’un équivalent hydroxyde au cation intermédiaire (Dewick, 1997). Près de 66 squelettes 
triterpéniques seraient susceptibles de dériver de la cyclisation du squalène (Xu et al., 2004). 
Par ailleurs, il faut aussi admettre que le squalène peut aussi induire la formation de structures 
dérivées de l’époxysqualène et inversement : les SC ont effectivement la capacité de protoner 
et de cycliser l’oxydosqualène. 
 
Comme pour l’oxydosqualène, la cyclisation du squalène amène à la formation de 
triterpènes comportant de un à cinq noyaux cyclisés. C’est au niveau enzymatique que les 
deux types de cyclisations se différencient. Tandis que l’époxysqualène peut se cycliser sous 
la forme de deux cations intermédiaires de différentes conformations (C-B-C pour le cation 
protostane et C-C-C pour le cation dammarane), le squalène ne formerait que des cations en 
conformation chaise (Xu et al., 2004). De plus, le squalène est une molécule symétrique, ce 
qui implique que la cyclisation peut être induite à la fois sur les deux extrémités. On rencontre 
ce phénomène lors de la production de quelques triterpènes mono - et bicycliques. 
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Figure 12 : triterpènes dérivés de l’époxysqualène en conformation 
« chaise-bateau-chaise-bateau » (Bruneton, 1999). 
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Figure 13 : récapitulatif des principales séries de triterpènes formées à partir de  
l’époxy-squalène (Xu et al., 2004 ; Bruneton, 1999). 
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La cyclisation du squalène induit notamment la formation de métabolites secondaires 
de type hopane et hymane. Ces composés ont été mis en évidence chez les procaryotes et chez 
les végétaux inférieurs comme les mousses et les fougères. 
 
 
II-3-1-3- Cas particulier : cyclisation du bis oxydosqualène 
(Xu et al., 2004) 
 
 Pour quelques triterpènes, il est apparu que le bis oxydosqualène, porteur d’un 
époxyde à chaque extrémité, serait également un substrat de cyclisation. 
Deux modes de cyclisation ont expérimentalement été mis à jour. Le mécanisme de 
cyclisation reprend les étapes décrites pour la cyclisation de l’époxysqualène et les produits 
issus de la cyclisation sont des molécules originales, assimilables à des « dérivés époxy » des 
produits de cyclisation de l’époxysqualène (Field et al., 1977). On parle d’époxylanostanes, 
d’époxycycloartanes, etc. 
 
 
II-3-2- Les dérivés hétérosidiques terpéniques 
(Guignard, 1996 ; Dewick, 1997 ; Bruneton, 1999) 
 
Substances issues du métabolisme secondaire, les hétérosides en général sont des 
molécules connues depuis fort longtemps. Ils constituent le principe actif de nombreuses 
drogues végétales. Le saponosides sont répertoriés dans la catégorie « O-hétérosides 
stéroïdiques » et sont formés par l’assemblage de deux éléments : 
- la partie sucrée constituée de un à plusieurs oses ou dérivés osidiques, 
- la génine (ou aglycone) constituée par un stérol ou un triterpène pentacyclique, 
mais il serait faux de penser que tous les stéroïdes végétaux sont des saponines. 
. 
Les saponosides possèdent ainsi des propriétés hydrosolubles ; à la différence des 
triterpènes libres hydrophobes, une fois synthétisés, ils sont stockés dans la vacuole. Cet 
isolement correspond, en outre, à un processus de détoxification car les saponines peuvent 
être plus ou moins nocives pour les cellules du végétal. 
 
- Synthèse bibliographique - 
- Les terpènes - 
 73
Les génines dérivent de la cyclisation de l’époxysqualène et suivent la règle 
biosynthétique isoprénique. Par ailleurs, c’est sur la nature de l’aglycone que l’on fonde une 
distinction structurale entre les deux types de dérivés triterpéniques osidiques. Diverses 
oxydations (formation de OH, de CH2OH, de COOH) peuvent s’exécuter sur les groupements 
méthyles portés en C-4 (Me-23), C-17 (Me-28) et C-20 (Me-30) ainsi que sur les positions   
C-11, C-16 et C-22. 
Les oses peuvent s’attacher à la génine en plusieurs points mais, le plus souvent, en un 
ou deux points. Les dérivés sucrés se lient à l’aglycone préférentiellement par l’intermédiaire 
du groupement OH porté par le C-3 de l’aglycone et l’ensemble est qualifié de saponine 
monodesmosidique. Plus rarement, les liaisons s’effectuent sur deux hydroxyles ou un 
hydroxyle et un groupement carboxylique. On parle alors de saponine bisdesmosidique. La 
partie osidique se compose d’une à plusieurs unités « sucrées ». Le oses sont principalement 
le glucose, le galactose, le rhamnose ou l’arabinose. Les dérivés sont les acides glucuronique 
ou galacturonique. A partir de deux oses fixés ensembles, on parle de chaîne polyosidique et 
cette dernière peut, chez les saponosides, atteindre un certain nombre d’unités osidiques 
disposées les unes à la suite des autres. Le nombre d’unités osidiques peut influer sur 
certaines activités biologiques de la saponine ; citons l’exemple de l’activité hémolytique qui 
décroît lorsque la chaîne osidique s’allonge. De la même façon, la propriété « moussante » 
s’amplifie avec le nombre de dérivés sucrés. 
 
Les saponosides sont des hétérosides fréquemment rencontrés dans le règne végétal et 
leur taux s’avère très variable d’une espèce à une autre. Les sapogénines triterpéniques sont 
constitutives de la majorité de saponines rencontrées chez les Dicotylédones tandis que les 
saponosides à génine stéroïdique apparaissent presque exclusivement chez les 
Monocotylédones, bien que l’on en ait trouvées dans le fenugrec (Fabaceae), le tabac 
(Solanaceae) et les digitales (Scrophulariaceae). 
La plupart d’entre eux se distinguent par des propriétés tensio-actives, détergentes, des 
propriétés hémolytiques (perméabilisation par interaction avec les stérols de la membrane 
érythrocytaire) et leur toxicité notamment à l’égard de certains animaux à sang froid. 
Hautement toxiques s’ils sont injectés par voie parentérale, les saponines sont sans danger par 
ingestion orale (lente absorption et hydrolyses dans le système digestif). Ces propriétés ne 
sont pas communes à toutes les saponines.  
Les saponines ne semblent pas douées d’activité antibactérienne. Toutefois, il est un 
fait établi qu’in vivo elles assurent la défense du végétal contre des attaques microbiennes ou 
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fongiques. Un signal d’alerte déclenche la partie active de la saponine, en l’occurrence 
l’aglycone souvent toxique, à l’encontre d’organismes ennemis. Citons les exemples de 
l’alpha-hédérine (Hedera helix) révélé comme fortement antibiotique ou encore des 
avénacines qui déclenchent le phénomène de résistance à l’infestation fongique de l’avoine 
(Guignard, 1997). L’activité insecticide des saponines de Medicago sp., de Panax ginseng et 
de Cestrum parqui (Solanaceae) n’est plus à démontrer et tous ces éléments qui agissent 
souvent sur le stade larvaire des organismes parasites sont en faveur de la lutte préventive sur 
les jeunes insectes. 
 
 
Ces molécules jouissent donc d’un fort potentiel commercial et bon nombre d’activités 
ont été mises en avant à la suite d’expérimentations réalisées in vitro. 
 
Les génines triterpéniques sont représentées par quelques structures tétracycliques 
(dammaranes, cucurbitanes) à distribution restreinte, sinon, plus communément, par 
des squelettes pentacycliques de type oléanane, ursane, lupane ou d’autres dérivés 
(friedilane, taraxane, etc…). Ces génines, formées pour plus de la moitié sur la base de 
l’oléanane, sont caractérisées par la présence d’une double liaison en C-12/C-13, et 
des oxydations fréquentes sur les méthyles Me-23, Me-28 et Me-30 ou sur les 
carbones portés par les cycles. La génine peut parfois être estérifiée. 
 
Les génines stéroïdiques possèdent un squelette habituellement hexacyclique 
(« spirostane ») constitué de 27 carbones. Les hétérosides sont généralement produits 
dans les graines, bulbes et racines. Les cycles E, furanique, et F, pyranique, sont la 
conséquence d’une réaction de cétalisation intramoléculaire qui se produit suite à 
l’oxydation en C-16, C-22 et C-26 d’un précurseur cholestanique. Des variations 
structurales limitées peuvent s’opérer : configuration R ou S en C-25, réduction de la 
double-liaison en C-5/C-6, oxydations sur diverses positions. 
Le nombre d’oses pouvant entrer dans la constitution des saponines à génine 
stéroïdique est moins important que pour celles à génine triterpénique. Par ailleurs, si 
un ose vient se fixer sur l’hydroxyle porté par le C-26, le squelette reste pentacyclique, 
de type furostane. 
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II-4- Activités biologiques des triterpènes 
 
Les triterpènes, au sens large, présentent un véritable panel d’activités biologiques in 
vitro. Ces activités sont aussi variées que le sont les structures triterpéniques. Peu 
d’expérimentations réalisées in vivo ont toutefois permis de valoriser ces activités. 
 
 
II-4-1– Cytotoxicité 
 
La cytotoxicité est évaluée sur des lignées cellulaires tumorales et rend compte, du 
même coup, des potentialités anticancéreuses des molécules testées. De nombreuses lignées 
représentatives d’organes sensibles au développement de tumeurs (comme le sein, le cerveau, 
le foie, le colon, la langue, la peau, etc...) constituent le support d’études de la cytotoxicité ; la 
toxicité cellulaire est très rarement évaluée in vivo. 
La bibliographie rapporte énormément d’exemples et nous en avons sélectionné 
quelques-uns en essayant de cibler les plus pertinents. 
Divers types de squelettes triterpéniques sont potentiellement actifs. Nous avons présenté 
dans le tableau ci-après quelques exemples d’ursanes, oléananes ou lupanes pour lesquels une 
forte cytotoxicité à été mise en évidence sur des lignées cellulaires tumorales. 
A contrario, certains stérols ne sont actifs qu’à forte concentration. C’est le cas par 
exemple du -sitostérol. Cela a été mis en évidence in vitro où il a été constaté qu’au-delà 
d’un certain seuil, le -sitostérol provoque la contraction des cellules endothéliales du cordon 
ombilical (Moghadasian, 2000). 
 
 
L’activité cytotoxique peut être modulée par le concours d’autres molécules. Toujours 
in vitro, Nagumo et al. (1991) ont mis en évidence la cytotoxicité du bactériohopane-32-ol, 
isolé de Rhodopseudomonas palustris, sur les lignées cellulaires leucémiques L1210 (IC50 = 
22 µM) et P388 (IC50 = 19 µM) mais il est apparu que la co-incubation de cet hopane avec du 
cholestérol pouvait légèrement réduire la toxicité. 
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      IC50 : concentration pour laquelle la croissance est inhibée de 50% par rapport au contrôle ; Log IC50: valeur de l’ IC50 convertie en pourcentage d’inhibition ; 
    ED50 : dose efficace pour une inhibition de croissance cellulaire de 50%. Taxol, camptothécine, étoposide VP-16
®
 : agents cytotoxiques. 
Tableau 5 : exemples de triterpènes hautement cytotoxiques 
 Molécule 
cytotoxique Lignée cellulaire tumorale testée Témoin Référence 
lignée cell. pulmonaire EKVX 
=> log IC50 = -7.66 
lignée cell. rénale RXF 393 
=> log IC50 = -6.44 
U
R
S
A
N
E
 
1-2-3-11- 
tétrahydroxy 
-urs-12-ène 
 lignée cell. mammaire T-47D 
=> log IC50 = -4.73 
Non spécifié 
Topçu et al. 
2004 
lup-28-al-20(29) 
-ène-3-one 
lignées cell pulmonaires 
- A549 => IC50 = 2.3 µM 
- LU65 => IC50 = 2.4 µM 
- Lu99 => IC50 = 0.8 µM 
 
Non spécifié 
Hata et al. 
2003 
L
U
P
A
N
E
S
 
 
- 3-trans-sinapoyloxy 
-lup-20-ène-28-ol 
 
- 3-trans-féruloyloxy 
-16-hydroxylup-20-
ène 
lignées cell. pulmonaire Lu1, 
colorectale Col2, épidermique 
buccale KB 
 
=> 5<ED50<15 µg/ml 
- taxol 
2.10-2<ED<4.10-2 µg/ml 
 
-camptothécine 
8.10-3<ED<2. 10-2 µg/ml 
 
Hwang  
et al. 
2003 
 
(23Z), (23E) et (3Z) 
coumaroyl 
hédéragénines 
lignée cell. épidermiques 
- buccale KB => 1.2<IC50<1.6 µM 
- colorectale HT29 =>2.1<IC50<3.6µM 
Etoposide (VP-16®) 
=> IC50 = 1.1 µM 
=> IC50 = 2.3 µM 
Chang et al. 
 2004 
O
L
E
A
N
A
N
E
S
 
 
 
 
rémangilone A 
 
rémangiolone C 
lignées cell. mammaires 
- MDA-MB-435        - MDA-MB-231 
 
=> IC50 = 8.5 µM         => IC50 = 6.6 µM 
 
=> IC50 = 2.0 µM      => IC50 = 1.6 µM 
lignée cell. épithéliale 
mammaire normale 70N 
 
=> IC50 = 40.5 µM 
 
=> IC50 = 51.6 µM 
Deng et al. 
1999 
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II-4-2- Activité antinéoplasique 
 
 Comme beaucoup d’autres molécules naturelles ou hémisynthétisées, les triterpènes 
possèdent un potentiel antiprolifératif. Leur action est rarement ciblée ; au contraire, elle 
s’opère sur de nombreuses composantes physiologiques. Ils interviennent à divers niveaux, 
comme sur la différenciation cellulaire et sur des points d’arrêts du cycle cellulaire, limitant 
ainsi la prolifération de cellules cancéreuses. 
 Quatre acides triterpéniques tétracycliques, les acides applanoxidiques A-D, isolés à 
partir du champignon Ganoderma applanatu (Tokuyama et al., 1991), des saponines comme 
le tubéimoside I de Bolbostemma paniculatum présentent un potentiel antitumoral. In vitro, le 
soyasapogénol B possède aussi des propriétés antiprolifératives (Rowlands et al., 2002). 
L’acide bétulique, outre sa cytotoxicité sur divers lignées cellulaires, présente une activité 
inhibitrice dose–dépendante sur la prolifération d’une lignée cellulaire érythroleucémique 
humaine. En 2001, Dai et al. ont extrait deux nouveaux triterpènes d’une plante médicinale 
chinoise, Saussurea petrovii, le taraxast-20-ène-3-22-diol et le taraxane-3-20-diol. Ces 
deux composés testés, in vitro sur des lignées cellulaires tumorales humaines cervico-utérines 
(lignée Hela), humaines hépatocytaires (lignée SMMC-7721) et mélanocytaires de souris 
(lignée B16), sont modérément toxiques et présentent respectivement une activité 
antitumorale équivalente ou légèrement moindre à celle de la vincristine. 
L’acide bétulinique potentialiserait les propriétés antitumorales et anti-MDR (Multiple 
Drug Resistance) in vitro de triterpènes comme les acides oléanoliques sur une lignée 
cellulaire humaine leucémique vincristine-résistante (Fernandes et al., 2003). Le phénomène 
de résistance à la chimiothérapie est un obstacle majeur dans l’avancée du traitement du 
cancer. En inhibant les mécanismes de résistance cellulaire comme le système des MDR, ces 
composés peuvent présenter un potentiel intéressant pour la chimiothérapie anticancéreuse. 
 
Plus intéressantes sont les activités in vitro doublées de résultats positifs in vivo. 
Pour illustrer ceci, voici quelques exemples de molécules qui ont répondu 
favorablement dans les deux contextes. L’acide manwuweizéique (acide triterpénique de 
Schisandra propinqua), non cytotoxique in vitro, est significativement actif in vivo (souris) 
sur le cancer de Lewis (langue), une tumeur cérébrale et les tumeurs solides hépatocytaires 
(Liu et al., 1992, dans Mahato et Sen, 1997). L’acide ursolique, reconnu pour sa cytotoxité, 
est également capable d’inhiber le développement de tumeurs cutanées de souris (Simon et 
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al., 1992, dans Mahato et Sen, 1997). Plusieurs études, dont certaines sur des souris « nude », 
concernant les ginsénosides Rh1, Rh2 et Rg3 et leurs produits de métabolisation ont mis en 
évidence leur action inhibitrice sur la néoangiogenèse de tumeurs ovariennes. En Chine, une 
spécialité à base de ginsénoside Rg-3 est déjà sur le marché pour cette indication (Shibata, 
2001). Le ginsénoside Rh2 présente, quant à lui, des effets antiprolifératifs sur la lignée 
cancéreuse humaine mammaire MCF-7 (Oh et al., 1999). 
Autre exemple, le 21-épiserratenediol présente, in vitro et in vivo sur des papillomes 
dermiques de souris, une activité inhibitrice plus forte que celle de l’acide oléanolique, 
considérée dans cette étude comme molécule de référence (Tanaka et al., 2003). 
 
Des molécules, hémisynthétiques (formées à partir de triterpènes naturels) ou 
totalement synthétisées, ont également été testées pour leur activité antinéoplasique. 
L’acide méthyl ester abiésénonique (issu d’une hémisynthèse à partir d’abieslactone) 
inhibe in vitro et in vivo le phénomène d’induction tumorale (Mahato et Sen, 1997). 
Une molécule synthétique de type oléanane, nommée CDDO (acide 2-cyano-3,12-
dioxooléan-1,9-diène-28-oique) par les auteurs, a, entre autres, des effets notables sur le 
phénomène de différenciation cellulaire et la production de cytokines. Elle a également la 
capacité d’inhiber la prolifération de lignées cellulaires cancéreuses mammaires et 
leucémiques (Suh et al., 1999). 
 
 
II-4-3– Activité antivirale 
 
 La bibliographie rapporte principalement des travaux concernant l’étude du virus 
herpès simplex type I (HSV-1) et des virus d’immunodéficience humain HIV-1 et HIV-2. 
  
L’équipe de Simões (1999) a tenté d’élucider in vitro le mécanisme d’action de deux 
saponines naturelles sur la réplication de HSV-1. Afin de cerner les points d’intervention de 
ces triterpènes, ces derniers ont été ajoutés au milieu, à différents temps, après l’inoculation 
du virus dans les cellules. L’oléanane agit sur la synthèse de l’ADN. Il semble qu’il interfère 
lorsque le taux de duplication atteint son maximum (entre 4 et 7h post-inoculation) c’est-à-
dire lors d’un stade précoce du mécanisme de réplication semi-conservatif de l’ADN. L’acide 
glucosyl-ester tormentique (type ursane) semble inhiber, quant à lui, la synthèse des protéines 
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de la capside. L’inhibition de la réplication virale est maximale entre 9 h et 12 h post-
inoculation, c’est-à-dire lors d’un stade plus tardif durant lequel la synthèse de protéines 
(comme les polypeptides structuraux de la capside) se déroule. Ces deux saponines ont donc 
une activité virustatique sur HSV-1 in vitro. 
 Kinjo et al. (2000 (a)) ont également étudié l’activité anti-herpétique de 
saponines de type oléanane isolées à partir de Fabaceae ainsi que de sapogénols, en orientant 
plutôt leurs recherches sur la relation structure/activité. L’activité anti-HSV-1 de saponines 
stéroïdiques et triterpéniques a déjà été démontrée : Kurokawa et al. (1999) ont prouvé 
l’efficacité de l’acide moronique in vivo (voie orale sur souris) tandis que Shiraki (1995) a 
démontré une activité in vitro sur le virus de l’hépatite B (VHB) pour ce même type de 
molécules. Kinjo, quant à lui, a constaté que l’activité antivirale de certaines molécules était 
liée au nombre d’oses portés par la saponine, ainsi qu’à la nature et au positionnement des 
substituants de la partie aglycone ; par exemple, le soyasapogénol B et le monoglucuronide de 
sophoradiol ne sont pas doués d’activité antivirale alors que l’azukisaponine V, la 
soyasaponine II (trois oses chacun) le sont. Les saponines contenant un glucose en position 
centrale dans un enchaînement triosidique ont une bonne activité anti-HSV-1. Pour des 
molécules possédant le même enchaînement tri-osidique, ce sont les substituants de 
l’aglycone qui entrent alors en jeu. Ainsi un carbonyle greffé à la place d’un hydroxyle en C-
22 entraîne une meilleure activité anti-HSV-1. Si l’hydroxyle est en C-24, l’activité antivirale 
est réduite : le soyasapogénol E se révèle alors plus efficace que le sophoradiol, lui-même 
bien plus actif que le soyasapogénol B. 
 
Ma et al. (2000) ont étudié l’inhibition de la synthèse de la protéase du HIV-1 par 
plusieurs dérivés d’acide oléanique synthétiques, avec des chaînes 3-O-acyl de longueur de 
chaîne variable. Il est ressorti, en premier lieu, qu’une liaison ester en C-3 apporte une 
stabilité de la molécule, et donc de son activité à l’encontre des lipases virales. De plus, 
l’addition de chaînes acides sur le C-28 de l’oléanène potentialise son activité contre la 
protéase virale. D’un point de vue fonctionnel, il a été établi que le mécanisme antiviral de 
l’oléanène consiste simplement à inhiber la dimérisation des polypeptides constitutifs de la 
protéase du HIV-1. 
 La glycyrrhizine (Glycyrrhiza glabra) est connue comme agent anti-HIV-1. On pense 
qu’elle agit en interférant au niveau de la liaison virus-cellule mais son site d’interaction n’a 
pas encore été caractérisé (De Clerk, 2000). La glycyrrhizine est également utilisée en 
association avec l’albumine dans la préparation des médicaments dérivés du sang afin 
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d’éliminer les virus infectieux, comme le cytomégalovirus. Nous noterons que l’acide 
glycyrrhétinique est in vitro, pour une dose comprise entre 0,05 et 0,7%, létal à 100 % sur des 
virus particulièrement résistants comme le virus de la stomatite vésiculaire (Shanbrom, 1992 
dans Mahato et Sen, 1997). Un dérivé hydrogéné de l’acide bétulique, l’acide 
dihydrobétulique, présente une activité inhibitrice in vitro sur la réplication de HIV-1, activité 
amplifiée lorsque l’on substitue l’hydroxyle en C-3 par un groupement 3,3-diméthylsuccinyle. 
Le mécanisme n’a pas été élucidé ; mais, peut-être la liaison ester influe t’elle favorablement, 
de la même manière que pour les expériences de Ma et al., sur la résistance du triterpène face 
à des attaques enzymatiques virales ? 
Enfin, un autre dérivé de l’acide bétulique, le dérivé RPR, est capable de bloquer, 
après la liaison virus-cellule, la pénétration dans le lymphocyte CD4
+ en ciblant la 
glycoprotéine gp41 du HIV-1, inhibant ainsi une étape du mécanisme viral de fusion entre le 
virus et la membrane du lymphocyte CD4
+ (De Clerck, 2000). 
 
 
 
II-4-4 – Activités antifongique et antibactérienne 
 
Bon nombre de saponosides assurent la défense du végétal contre les attaques 
fongiques. Les monodesmosides en général exercent in vitro une activité antifongique ; ainsi, 
l’-hédérine du lierre (génine) est fortement antifongique et a une action sur les 
dermatophytes (Bruneton, 1999). 
Les triterpènes sont plus rarement réputés comme antibactériens. Les acides ursolique 
et bétulinique ou encore le -sitostérol présentent, en revanche, une activité antibactérienne 
moyenne (Chandramu et al., 2003). 
Cependant, les transsylvanosides A, B et C, isolées de Cephalaria transsylvanica, 
présentent in vitro un large spectre d’activité antibactérien et antifongique (Kirmizigül et al., 
1996). Singh et Dubey (2001) ont mis en évidence l’activité antibactérienne et antifongique 
de plusieurs composés in vitro. Ainsi, le friedélan-3-ol est actif contre Staphylococcus 
aureus, Klebsiella pneumoniae et Aspergillus flavus, le -sitostérol sur E. coli, l’acétate de -
amyrine sur Penicillium chrysogenum. 
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II-4-5 – Activité anti-inflammatoire 
 
La racine de réglisse, la graine de marron d’Inde, le Buplerium (couramment utilisé en 
médecine chinoise), Camellia sinensis ou Sanicula europaea contiennent de nombreuses 
saponines et sont employés pour leur activité antioedémateuse. L’activité anti-inflammatoire 
in vitro du latex extrait de Leptadenia hastata serait due au lupéol et à ses dérivés (Nikiéma et 
al., 2001). Le néulupanol, l’acétate du taraxastérol, le moretenol et son dérivé acétate ainsi 
que de multiples dérivés oléananes acides exhibent aussi une activité anti-inflammatoire in 
vivo sur des rats (par voie orale) (Mahato et Sen, 1997 ; Singh et Dubey, 1991). 
Des travaux moins anciens, basés sur le lien éventuel entre la structure triterpénique et 
l’activité anti-inflammatoire (voie orale et application locale), ont permis de montrer que la 
présence sur un squelette de base d’un groupement carboxylique en C-28, ou un en C-30 
doublé par un groupement hydroxyle en C-28, entraînait une augmentation d’activité (Recio 
et al., 1995). 
L’activité serait également liée à la conformation adoptée par le triterpène. Diverses 
structures témoignent de l’activité anti-inflammatoire agissant à divers niveaux. Citons les 
friédo-oléananes extraits des graines de Trichosanthes kirilowii (Akihisa et al., 1994) qui 
inhibent l’inflammation induite par le TPA (« Tissu-type Plasminogen Activator ») au niveau 
d’oreilles de souris. Les acides boswelliques ont la propriété de pouvoir inhiber l’activité 
d’enzymes pro-inflammatoires ; seules ces structures triterpéniques pentacycliques peuvent 
inhiber à la fois l’activité de l’élastase leukocytaire humaine (IC50 = 15 µM) et celle de la 5-
lipo oxygénase (Safayhi et al., 1997). Le CDDO, composé synthétique antitumoral, inhibe in 
vitro la production des cytokines (Suh et al., 1999). Plus récemment, Huguet et son équipe 
(2000) ont montré que l’activité des terpènes, de types oléanane et lupane, cible plus 
particulièrement l’activateur d’un des mécanismes menant à l’inflammation, la protéine 
kinase C. On associe aussi souvent l’activité anti-inflammatoire aux propriétés analgésiques 
de certains triterpènes : c’est le cas des bacosidesranes de Bacopa monnieri et d’un oléanène 
(le 2-3-23-trihydroxyolean-12-ène) extrait des racines de Commiphora merkeri (Fourie et 
Snyckers, 1989). 
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II-4-6 – Activité hépatoprotectrice 
 
Prasain et al. (1996) ont démontré l’activité hépatoprotectrice des ginsénosides Re et 
Rg1 contre les effets d’agents hépatotoxiques. La glycyrrhizine et son aglycone, l’acide -
glycyrrhizinique, agissent en tant qu’inhibiteurs spécifiques de l’activité du cytochrome P450 
(Jeong et al., 2004). 
Dans ces exemples encore, il apparaît que la structure de la molécule se répercute 
directement sur son activité biologique. Ainsi, Sasaki et al. (1997) ont mis en évidence, dans 
des études réalisées in vitro, que la présence d’un OH en C-3 et d’un CH2OH en C-24 semble 
essentielle à l’activité protectrice des dérivés du soyasapogénol B. De même, des triterpènes 
glycosylés comme la diosgénine présentent un fort potentiel hépatoprotecteur (Adnyana et al., 
2000). 
 
Il arrive toutefois qu’un métabolite secondaire présente des activités ambivalentes. 
C’est notamment le cas du monoglucuronide du sophoradiol in vitro sur des hépatocytes en 
culture : hépatoprotecteur à 200 µM, il se révèle à l’inverse fortement hépatotoxique à la 
même dose lorsqu’il est co-incubé en présence d’antisérums (Kinjo, 2000 (b)). 
 
 
 
II-4-7 – Activité immunomodulatrice 
 
Quelques triterpènes auraient également un rôle à jouer sur la modulation du système 
immunitaire. Yang et Ju (2002) ont démontré que le cyclostane-3,25-diol-3-O-D-
xylopyranoside présentait des propriétés immunosuppressives. Les withanolides (lactones 
stéroïdiques) révèlent également une activité immunosuppressive (Luis et al., 1994 ; 
Habtermariam, 1997). 
A contrario, les phytostérols comme le -sitostérol tendraient à stimuler le système 
immunitaire (Lampe, 1999 dans Moghadasian, 2000), de même que certaines saponines 
(Hosstettmann et Marston, 1995). 
Sous un aspect plus concret, les quillajasaponines ont déjà été employées comme 
adjuvants de vaccins (Lu, 2003). 
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II-4-8– Autres activités recensées 
 
D’autres activités biologiques ont été reportées et voici les plus fréquemment citées dans 
la littérature. 
 
 
On rapporte aux triterpènes d’autres propriétés comme un potentiel anti-oxydant. Les 
activités hypoglycémiante des saponines de Chenopodiaecae ou de Gymnema, (Perez 
et Vargas, 2002), l’activité hypocholestérolémiante des lanostanes de Kadsura 
heteroclita (Li et al., 1989, dans Mahato, 1997) et des phytostérols en général (par 
compétition de l’absorption intestinale du cholestérol) sont clairement établies. 
On parle aussi de l’activité inapétente des triterpènes mise en évidence sur des 
larves d’insectes (Chandramu et al., 2003). 
 
 
Dans le domaine des antiparasitaires, les saponines entrent dans le cadre de la lutte 
contre la Leishmaniose. Des travaux menés par Ridoux et son équipe (2001) sur les 
formes promastigote et amastigote du parasite Leishmania mexicana ont permis de 
mettre en avant les potentialités antileishmanique de l’-hédérine, la -hédérine et 
l’hédéracolchiside A1. Quel que soit le stade de développement parasitaire mis en jeu, 
ces trois saponines inhibent fortement la prolifération parasitaire. Ces triterpènes ont, 
de plus, le pouvoir d’accroître l’activité antileishmanique en association de drogues 
plus conventionnelles comme la pentamidine et l’amphotéricine B. Del Rayo 
Camacho et al. (2000) rapportent des recherches similaires pour lutter contre ce type 
de parasites et ce sont des dérivés acides de tirucallanes et d’oléananes qui ont 
présenté un potentiel antiprolifératif important sur les promastigotes de l’espèce 
Leishmania donovani. 
 
 
En 2003, un projet mené en collaboration avec plusieurs pays portant sur cette 
même thématique a permis de mettre à jour six nouvelles saponines à partir d’une 
plante vietnamienne Maesa balansae. Ces travaux ont porté sur la relation structure-
activité déduite des activités observées sur l’espèce Leishmania infamtum. Il est 
apparu que les six saponines maesabalides I-VI possédaient un pont oxygéné entre le 
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C-13 et le C-17 et le même enchaînement penta-osidique greffé en C-3. L’évaluation 
de ces six saponines a montré des activités antileishmaniales sélectives et élevées in 
vitro et in vivo. Les maesabalide III et IV présentent les meilleures activités contre le 
développement des amastigotes intracellulaires avec respectivement IC50 = 7 et 14 
ng/ml (le stibogluconate de sodium, drogue de référence antileshmanique, présentant 
une IC50 de 5,6 µg/ml). In vivo, l’évaluation sur le modèle BALB/C de souris a permis 
de mettre en évidence une réduction de plus de 90 % des larves amastigotes, une 
semaine après l’administration, par voie sous-cutanée, d’une dose unique de 
maesabalide III à 0,2 mg/kg. (Germonprez et al., 2003 et 2005). 
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III- Phytœstrogènes, activité œstrogène-mimétique et 
répercussions au niveau endocrinien 
 
III-1- Introduction 
 
Dans notre mémoire, nous avons choisi de mettre en avant les potentialités des 
terpènes et plus particulièrement des triterpènes. Nous venons d’énoncer certaines de leurs 
propriétés biologiques et nous allons à présent détailler, de manière un peu plus explicite, 
l’activité œstrogène-mimétique, également décrite pour certains triterpènes. 
 
 
Les molécules qui présentent de telles activités sont communément appelées des 
« phyto-œstrogènes » ou « phytœstrogènes ». Même si elles sont ubiquitaires d’un certain 
nombre de familles végétales, des études ont fait apparaître que les Fabaceae sont riches en 
isoflavones et semblent en contenir plus que nulle autre (Guignard, 1996 ; Tham et al., 1998 ; 
Murkies et al., 1998). Dès lors, l’emploi de certaines plantes en médecine traditionnelle pour 
traiter des problèmes de fertilité, les troubles hormono-dépendants féminins, prémenstruels ou 
liés à la ménopause, ou encore des problèmes d’allaitement, peut être imputé aux propriétés 
œstrogène-mimétiques. 
 
 
Notre étude a été menée sur le Galéga officinal, Fabaceae fortement réputée en 
médecine traditionnelle pour ses propriétés galactagogues et supposé agir sur le métabolisme 
hormonal de la femme. Il devient dès lors tout naturel de penser que cette plante médicinale 
est probablement douée de propriétés « œstrogène-mimétiques ». Jusqu’à présent, même avec 
la commercialisation d’une spécialité pharmaceutique à base de G. officinal, aucune étude n’a 
concrètement révélé ce potentiel. Or, très récemment, une découverte a conforté cette 
hypothèse, puisque Le Bail et son équipe (2000) ont isolé du Galéga une isoflavane, le 
sativan, présentant des propriétés anti-proliférative et anti-oestrogénique sur une lignée 
cellulaire œstrogénodépendante, la lignée MCF-7. 
Cette découverte offre peut-être de réelles perspectives pour cette plante d’antan. 
Renferme-t-elle encore d’autres molécules, peut-être de nature triterpénique, susceptibles 
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d’être répertoriées comme phytœstrogènes ? Toujours est-il que la démonstration est encore 
loin d’être achevée. 
 
 
III-2- Les phytœstrogènes 
 
III-2-1- Définition 
 
 Les phytœstrogènes sont ainsi appelées car ce sont des molécules naturelles d’origine 
végétale, capables notamment de se lier sur des récepteurs à œstrogène (Zava et Duwe, 1997) 
ou d’interagir avec des facteurs intracellulaires influençant le système général et endocrinien, 
autrement dit, présentant des caractéristiques structurales et fonctionnelles comparables à 
celles exercées par les hormones typiquement féminines. 
 
 Il serait faux d’attribuer cette définition à un type de structure plutôt qu’à un autre, 
même si l’on recherche préférentiellement des molécules présentant des conformations 
structurales plus ou moins similaires à celles d’œstrogènes endogènes (œstradiol ou œstrone). 
 Parmi les classes majeures de molécules naturelles répertoriées, les phytœstrogènes 
sont actuellement représentées par : 
 
- des lignanes, 
- divers flavonoïdes (dont les isoflavones), 
- des coumestanes, 
- des phytostérols, 
- plus récemment, des terpènes et leurs dérivés. 
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III-2-2- Action des phytœstrogènes 
 
III-2-2-1- Mécanisme d’action général 
 
 L’activité des phytoestrogènes, qualifiée par les termes « œstrogène-mimétique » ou 
« estrogene-like » en anglais, peut s’exprimer de façon ambivalente, à la fois pro-
œstrogénique et anti-œstrogénique. Un phytœstrogène peut ainsi se substituer à un œstrogène 
et reproduire des effets identiques, mais il convient de minimiser ce postulat car les activités 
décelées sont bien inférieures en termes d’intensité que celles produites par des hormones 
endogènes. D’où l’expression d’« œstrogènes faibles » employée dans certains ouvrages. Les 
œstrogènes, en tant qu’hormones, constituent des « molécules signal » qui transitent par voie 
sanguine jusqu’aux organes cibles. Chez la femme, citons principalement les organes 
mammaires et l’utérus, mais aussi le système nerveux central, le système cardio-vasculaire, le 
foie et le système osseux. A la différence d’autres tissus de l’organisme, ces tissus se 
distinguent par la présence de récepteurs à œstrogènes dans les cellules constitutives. 
 
 
 L’effet produit sur un organisme dépend de la nature de la molécule, de sa 
concentration, de la quantité d’œstrogènes endogènes et, bien évidemment, de la variabilité 
inter-individuelle (Knight et Eden, 1996). Pour évaluer le potentiel d’un phytœstrogène et son 
aptitude à se substituer aux œstrogènes, on vise les enzymes impliqués dans la biosynthèse de 
ces derniers et/ou, bien évidemment, les cibles d’action directes des œstrogènes à savoir les 
récepteurs. Pour des cellules de type mammaire ou utérin, la réponse à l’activation du 
récepteur à œstrogènes s’exprime par une prolifération cellulaire, témoin « indirect » de 
l’activité décelée. 
 
 
Les récepteurs œstrogéniques 
 
 Les hormones peuvent se lier sur deux types de récepteurs : les récepteurs des 
hormones peptidiques, présents à la surface de la membrane cellulaire et les récepteurs des 
hormones stéroïdiques, nucléaires et ligand-dépendants. Œstrogènes et phytœstrogènes 
peuvent interagir avec l’un comme avec l’autre, mais ce sont les mécanismes et les éléments 
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cellulaires situés en aval qui diffèrent (Krieg et al., 2001 et 2003). La fixation des phyto-
hormones se fait sur un site de liaison du récepteur aux hormones stéroïdiennes, spécifique 
des œstrogènes ou structures assimilées. Le récepteur, constitué de deux sous-unités, se 
dimérise, change de conformation et devient alors actif. L’activation des récepteurs se 
répercute au niveau génomique, via la transcription, aboutissant in fine à la synthèse de 
protéines spécifiques qui influent sur le comportement général de la cellule. Ci-dessous, sont 
schématisées les réponses cellulaires exprimées par des cellules de différentes origines. 
(Figures extraites de Lewis et al., 2003) 
 
 Ces réponses varient suivant la nature et la fonctionnalité de chaque cellule. 
 On a découvert assez récemment qu’il n’y a pas un récepteur mais deux isoformes de 
récepteurs œstrogène-dépendants et, bien qu’issus de la même super-famille de récepteurs 
nucléaires, ils diffèrent à trois niveaux (Kuiper et al., 1996). 
 
1) Principalement au niveau fonctionnel. Normalement, lorsqu’un œstrogène se fixe 
sur son récepteur, il entraîne une cascade de réactions aboutissant à la transcription 
des gènes sollicités. C’est ce qui se passe lorsque le récepteur ER- est activé par 
un œstrogène ou assimilé. Cependant, il est apparu que l’activation du ER- par la 
même molécule entraînait un effet opposé, inhibant la transcription de l’ADN en 
ARN messager. En fait, par leurs fonctions opposées, ces deux récepteurs 
Figure 14  : réponse d’une cellule mammaire ou 
utérine à l’activation du récepteur œstrogénique 
Figure 15  : réponse d’une cellule hépatocytaire 
à l’activation du récepteur œstrogénique 
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fonctionnent dans un système équilibré en s’autorégulant par un rétro-contrôle 
négatif. 
 
2) Les isoformes ne sont pas répartis uniformément au niveau des organes-cibles 
des œstrogènes : 
- les récepteurs de type  (ER-) se rencontrent au niveau du système nerveux 
central (SNC), du foie, de l’utérus, des ovaires, des testicules et des cellules 
mammaires, 
- les récepteurs de type  (ER-), au niveau du SNC, des os, des poumons, des 
intestins, du tractus urinaire, de la prostate, des testicules, des ovaires et des cellules 
mammaires. 
Pour Gustafsson (1999), ils sont répartis ainsi : 
 
 
 
Figure 16: répartition des récepteurs ER- et ER- dans le corps humain (Gustafsson, 1999). 
 
 
3) Ces structures protéiques possèdent une architecture modulaire similaire (Weihua et 
al., 2003), avec : 
- un domaine A/B, en position N-terminale, impliqué dans la transactivation de 
l’expression génique, 
- le domaine C (structure zinguée en doigt de gant) impliqué dans la liaison 
spécifique du récepteur à l’ADN et dans la dimérisation du récepteur, 
Système nerveux central : ER-, ER- 
 
Système cardio-vasculaire : ER- 
Système gastro-intestinal : ER- 
Tractus uro-génital : ER-, ER- 
Système osseux : ER-, ER-
Foie : ER-
Poitrine : ER-, ER-
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- le domaine E/F, en position C-terminale, indispensable à la liaison spécifique des 
ligands, la translocation nucléaire, la dimérisation du récepteur et la modulation de 
l’expression des gènes cibles en association avec des cofacteurs transcriptionnels 
(co-répresseurs et co-activateurs). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Schéma 2 : représentation schématique des domaines constituant un récepteur 
œstrogénique (http://www.educ.necker.fr/cours/ biologiecellulaire/recepteursHStexte.pdf). 
 
 
Les analogies de séquences de ces domaines ne sont que très partiellement conservées 
d’un isoforme à l’autre (schéma 3) et notamment au niveau de domaines d’activation de 
transcription AF-1 et AF-2, positionnés respectivement en N-terminal et C-terminal avec 
moins de 16 et 18 % d’analogies entre les deux récepteurs, sachant que le domaine AF-1 est 
isoforme-spécifique et que c’est principalement à ce niveau que se répercute la distinction 
fonctionnelle des deux formes (Paech et al., 1997). 
 
 
 
 
 
  
 
Schéma 3 : analogies entre les récepteurs œstrogéniques ER- et ER- 
(Gustafsson, 1999). 
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Activité œstrogénique 
 
 Si une molécule X vient se fixer sur un récepteur et reproduit les effets d’un 
œstrogène, on parle d’activité pro-œstrogénique ou œstrogénique. La substitution de 
l’hormone originelle par un œstrogène faible revient à occuper le site actif et conduit à une 
activité similaire mais de moindre intensité. A titre indicatif, on a remarqué que l’action des 
œstrogènes pouvait être contrôlée par l’apport de graisses à l’organisme. Un exemple porte au 
niveau de la prolifération des cellules mammaires. Il est apparu que l’action des œstrogènes 
est affaiblie lorsque les cellules adipeuses entourant les canaux galactophores contiennent des 
« bonnes graisses » comme les acides gras -3. En revanche, les acides gras -6 augmentent 
la puissance du signal envoyé aux cellules. 
 
 
Activité anti-œstrogénique  
 
 Deuxième cas, celui d’une molécule X qui, en se fixant sur le récepteur, inhibe ou 
supprime le mécanisme cellulaire normal : on parle d’activité anti-œstrogénique. L’anti-
œstrogène bloque l’activation des gènes assurant la synthèse de protéines de croissance 
spécifiques, interférant ainsi sur la prolifération cellulaire. 
 
 Nous avons représenté ci-dessous les deux cas qui peuvent se présenter lorsque un 
phytœstrogène se lie à un récepteur œstrogénique. 
Figure 17 : réponse cellulaire à la liaison d’un œstrogène ou d’un anti-œstrogène 
à un récepteur œstrogénique nucléaire (Lewis et al., 2003). 
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 Dans le cas des anti-œstrogènes, il faut encore noter la différence entre les 
antagonistes purs et les antagonistes partiels lorsque certains phytœstrogènes présentent des 
effets variables selon les tissus cibles. Une telle sélectivité s’explique du fait d’une variabilité 
structurale des récepteurs d’un tissu à l’autre. Leur action s’avère sélective et l’on parle alors 
plus particulièrement des SERM (Selective Estrogen Receptors Modulators). C’est 
notamment le cas du tamoxifène (Dinghra, 1999 ; MacGregor et Jordan, 1998). Une étude, 
lancée en 1992 par l’Institut National sur le Cancer (INC) et menée sur une période de cinq 
ans sur des sujets féminins à risques (antécédents familiaux de cancer du sein), a permis de 
démontrer l’activité préventive du tamoxifène sur cette maladie (Lewis et al., 2003). 
 
La figure 18, présentée ci-dessous, représente l’action sélective d’un SERM sur des 
cellules d’origine mammaire et utérine. 
 
Figure 18 : activité sélective d’un SERM sur des cellules de différentes origines 
(Lewis et al., 2003). 
 
 Comme nous pouvons le voir, dans le premier cas, la réponse normalement attendue 
en présence d’œstrogènes, à savoir une prolifération cellulaire, est ici nulle. A l’opposé, la 
même molécule induit une réponse positive sur la prolifération de la cellule utérine. 
 C’est exactement ainsi qu’agit le tamoxifène, et tout le problème réside dans cette 
modulation sélective. Si les études cliniques entreprises en 1992 par l’INC ont démontré, 
autrefois, que son action sur des cellules mammaires pouvait prévenir et soigner le cancer du 
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sein (notamment sur des sujets à risques), la perspective d’une utilisation routinière s’est vite 
effondrée lorsque l’on s’est rendu compte que cette molécule présentait aussi une action 
mimétique des œstrogènes en activant la prolifération cellulaire au niveau de l’endomètre, 
devenant du même coup un facteur de risque non négligeable dans le développement du 
cancer de l’utérus (Lewis et al., 2003). Des spécialités à base de la molécule sont tout de 
même commercialisées pour le cancer du sein métastasique (KESSAR®, NOLVADEX®). 
 
 Les SERM représentent un concept se rapprochant de l’idéal puisque leurs effets 
varient suivant leur concentration et les tissus cibles (Van der Schouw et al., 2000). L’idéal 
serait atteint avec une activité œstrogénique pure sur les tissus cibles comme l’os, le cœur et 
le cerveau dotés surtout de ER- tout en étant fortement antagonistes sur le sein et 
l’endomètre, riches en ER-. Le raloxifène, approuvée par la « Food and Drug 
Administration » (FDA) en 1997, semble présenter ces potentialités puisque, en plus de son 
action modulatrice sélective des récepteurs œstrogéniques (tissus mammaire et utérin), il 
présente des effets bénéfiques dans la prévention de l’ostéoporose chez les femmes 
ménopausées (EVISTA®, OPTRUMA®), contre les risques cardio-vasculaires et dans le 
maintien d’un bon cholestérol. 
 La recherche s’oriente donc vers l’amélioration de ces composés de potentialité 
variable. 
 
 
III-2-2-2- Bénéfices et risques 
 
 Les phytœstrogènes suscitent une extrême curiosité de la part du grand public et la 
publicité accordée à ces composés s’impose de plus en plus dans notre environnement 
culturel. 
 
 Au niveau de la recherche scientifique, ce sont les mécanismes d’action et les effets 
paradoxaux exercés par ces molécules qui font l’objet des multiples recherches. 
 Comme nous l’avons déjà énoncé, les effets des phytœstrogènes s’exercent à divers 
niveaux du métabolisme ; des études épidémiologiques, confortées par des études cliniques, 
ont fait apparaître que ces molécules possèderaient une activité au niveau endocrinien, 
notamment sur la longueur du cycle menstruel, sur les déséquilibres hormonaux de la 
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ménopause (Tham et al. , 1998). Les bénéfices s’exerceraient aussi vis-à-vis de l’ostéoporose, 
les problèmes cardio-vasculaires (Davis et al., 1999 ; Barnes, 1998) et le cholestérol (Ridges 
et al., 2001). 
 
 Le plus vif intérêt se porte évidemment sur une activité préventive et/ou curative 
contre certains cancers hormono–dépendants (cancer du sein ou de la prostate) ; la grande 
disparité de prévalence des cancers hormono-dépendants entre les populations asiatiques 
(consommant des quantités importantes de phytœstrogènes contenues notamment dans le 
soja) et les populations occidentales (consommant peu ce type d’aliments) ont suscité 
beaucoup d’intérêts à propos du mode d’action de ces molécules (Murkies et al., 1998 ; 
Bruneton, 1993). Mais ces composés n’en restent pas moins l’objet de beaucoup de réserves 
et d’interrogations. Les conséquences d'une utilisation alimentaire préventive ou d’une 
utilisation thérapeutique (traitement de substitution) à des doses massives, à long terme, n'ont 
pas été suffisamment évaluées pour exclure des effets secondaires ou des risques liés aux 
effets œstrogéniques. 
 
 Les récepteurs aux œstrogènes jouent des rôles physiologiques importants, aussi bien 
chez la femme que chez l’homme, et sont repartis sur des organes sexuels ou non. Leur 
sollicitation induit une cascade de réactions métaboliques sur l’ensemble de l’organisme, bien 
au-delà de la cible visée. Nous n’avons pas encore assez de recul à ce sujet et, déjà, les 
premières expériences de traitement de substitution par des œstroprogestatifs laissent 
entrevoir toute la difficulté de la prescription préventive ou thérapeutique de certaines 
molécules. Cela explique la prospection d’œstrogènes faibles mais nous manquons encore de 
références pour pouvoir assurer avec certitude que ces substances sont réellement 
inoffensives. Le risque reste encore à évaluer et ce n’est que passé un certain délai que nous 
aurons les premières réponses à nos incertitudes, en particulier sur des extraits végétaux à 
forte teneur en phytœstrogènes. 
 
 
Dans le doute, et en attendant d’apporter des preuves tangibles de leur activité et de 
leur innocuité, les extraits à forte teneur en phytœstrogènes devraient bénéficier d’un cadre 
légal, tel que le statut de médicament. 
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IV- Etude phytochimique de Galega officinalis L. 
 
IV-1- Choix du matériel végétal 
 
Galega officinalis L. a déjà fait l’objet d’études phytochimiques au sein du laboratoire 
de Pharmacognosie de la Faculté des Sciences Pharmaceutiques de Toulouse, plus 
particulièrement, sur la mise en évidence de composés flavoniques contenus dans les parties 
aériennes de la plante. En 2000, une courte étude phytochimique des racines a fait l’objet d’un 
stage de DEA. Notre travail a permis d’aboutir à l’isolement et à l’identification de deux 
molécules décrites pour la première fois dans le Galéga. Ce travail est résumé dans le chapitre 
IV-2. 
 
Parallèlement à cela, les Laboratoires Pierre-Fabre ont entrepris de valoriser une série 
de plantes, réputées dans la médecine traditionnelle pour leur action sur divers troubles 
hormonaux, en programmant des études visant à mettre à jour de nouveaux composés phyto-
œstrogènes. Le Galéga officinal s’intègre parfaitement dans le cadre de cette thématique. Nos 
objectifs ont visé dès lors à isoler et identifier des composés nouveaux dans l’espèce Galega 
officinalis L. et à tester leurs potentialités œstrogéniques. Excepté sa réputation en médecine 
traditionnelle, la littérature ne nous rapporte que peu d’études rigoureuses sur l’activité 
« hormonale mimétique » de cette Fabaceae, exception faite pour les récents travaux de Le 
Bail et de son équipe (2000). C’est pourquoi nous avons entrepris, avec le concours des 
Laboratoires Pierre-Fabre, de compléter nos travaux phytochimiques par des tests 
d’évaluation d’activité œstrogénique. 
 
 
Nous avons choisi d’axer l’étude phytochimique sur les parties aériennes, 
traditionnellement utilisées, issues d’un lot de Galéga fourni par la société Martin Bauer. La 
drogue, a été récoltée en Bulgarie, au stade de début de floraison (2001). 
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IV-2- Etudes préliminaires 
 
IV-2-1-Etude phytochimique des racines de Galega officinalis L. 
 
Lors de travaux préliminaires, nous nous sommes intéressée à l’étude des racines et 
plus particulièrement à l’extrait chloroformique obtenu par macération des racines broyées. 
7,5 g d’extrait ont été chromatographiés sur colonne ouverte (CC) de silice avec un 
gradient CHCl3/MeOH et nous avons obtenu 9 fractions, R1 à R9. 
388 mg de la fraction R2 ont été déposés sur colonne ouverte de silice en phase 
inverse (greffée en C-18) éluée par un gradient H2O/MeOH puis MeOH/CHCl3. Nous avons 
obtenu 7 sous-fractions. Deux d’entre elles, la sous-fraction R2B (4,4 mg ; H2O/MeOH : 
10/90, V/V) et la sous-fraction R2G (54 mg ; MeOH/CHCl3 : 80/20, V/V), ont fait l’objet de 
purifications plus avancées. 
 
 
 
R2B contient un composé très 
majoritaire, Gal-1, visible à 254 nm en 
CCM, et révélé par une coloration rosée 
après pulvérisation du réactif à la vanilline 
sulfurique. 
 
R2G renferme également un composé 
majoritaire, Gal-2, dont l’empreinte en CCM 
s’étire sur plusieurs centimètres. Ce composé 
apparaît gris-vert après pulvérisation de 
vanilline sulfurique. 
 
 
Figure 19 : CCM sur silice  
des composés Gal-1 et Gal-2  
(système de migration : 100% CHCl3) 
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Le fractionnement sur CC éluée par un mélange (CHCl3/MeOH : 90/10, V/V) a permis 
d’isoler la molécule Gal-1. Suivant le même procédé, la seconde molécule, Gal-2, a été isolée 
à 100 % CHCl3. 
Gal-1 (3 mg ; CHCl3/MeOH : 90/10, V/V) et Gal-2 (9,5 mg ; CHCl3/MeOH : 
99,5/0,5, V/V) ont été identifiés à partir de leurs données spectrales de masse et de RMN 
comme étant la trans-isoélémicine et la trilinoléine (spectres de masse et de RMN 1-D en 
annexe 2). 
 
Bien que connus et préalablement extraits d’autres végétaux, ces molécules n’avaient, 
à ce jour, jamais été décrites dans le Galéga officinal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20: structures des molécules Gal-1 et Gal-2. 
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IV-2-2-Etude phytochimique des parties aériennes de Galega officinalis L. 
 
La majeure partie des travaux phytochimiques menés sur le Galéga officinal a été 
réalisée sur des extraits alcooliques, hydro-alcooliques et aqueux préparés à partir de parties 
aériennes de Galéga. Plus récemment, l’isolement et l’identification de composés apolaires 
ont été entrepris à partir d’extraits à l’acétate d’éthyle et au chlorure de méthylène 
(Champavier et al., 1999 et 2000 ; Le Bail et al., 2000). 
A ce jour, de nombreux flavonoïdes, quelques alcaloïdes et quelques acides 
phanoliques, un C13-norisoprénoïde, une coumarine, trois stérols et une saponine ont été 
isolés des parties aériennes (§ I-7-2). Nous avons souhaité apporter notre contribution à 
l’étude de cette drogue végétale en orientant nos travaux sur la recherche, l’isolement et la 
caractérisation de composés triterpéniques. 
 
Avant d’entamer une étude approfondie, des essais préliminaires sont recommandés 
pour définir les méthodes de travail et avoir un aperçu qualitatif des molécules contenues dans 
les extraits. 
 
 
a) Mise en évidence des triterpènes par CCM de silice 
 
Les composés terpéniques se positionnent dans une gamme de polarité assez large 
selon la nature (oses ou dérivés glycosylés, groupements esters, acides ou alcools, etc…) et le 
nombre de substituants portés sur leur squelette. 
En CCM, le système de migration (Tol./AE/MeOH : 80/18/2, V/V/V) offre une bonne 
résolution des triterpènes apolaires. Les systèmes (CHCl3/MeOH : 95/5 V/V, CHCl3/MeOH : 
90/10 V/V) et (CHCl3/MeOH/H2O : 65/25/4, V/V/V) sont préférentiellement retenus pour 
l’observation de triterpènes plus polaires, dont les saponosides. 
 
Les terpènes ne sont pas détectables en lumière UV aux longueurs d’onde 
d’observation classiques de 254 et 365 nm. La mise en évidence de ces composés peut se faire 
en CCM, par révélation colorimétrique, suite à la pulvérisation de révélateurs chimiques plus 
ou moins spécifiques. 
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Nous avons retenu un révélateur universel, le réactif à la vanilline sulfurique, et deux 
révélateurs plus spécifiques, le réactif de Liebermann-Burchard et le réactif au thymol 
sulfurique. 
 
Le réactif à la vanilline sulfurique nous révèle la présence de terpènes par des 
colorations nuancées bleues, mauves ou violettes. 
Le réactif de Liebermann-Burchard met en évidence les structures stéroliques ou 
triterpéniques par une fluorescence détectable en lumière UV (365 nm). 
Le réactif au thymol est couramment employé pour mettre en évidence les oses et 
dérivés osidiques constitutifs d’une molécule. Nous y avons eu recours pour repérer 
les triterpènes glycosylés. 
 
 
b)  Détermination du procédé d’extraction et du solvant d’extraction 
 
La littérature rapporte plusieurs références mentionnant l’utilisation d’acétone ou de 
chloroforme dans des protocoles d’extraction de triterpènes. Nous avons comparé différents 
procédés et deux solvants d’extraction sur de petites quantités de matière végétale pulvérisée. 
Les rendements obtenus à l’issue de chaque essai sont présentés dans le tableau ci-
dessous. 
 
 
Procédé 
Solvant 
Lixiviation Extraction à reflux Macération 
Chloroforme 1.2 % 2.3 % 1.6 % 
Acétone 1.5 % 2.9 % 1.9 % 
 
Tableau 6 : rendements obtenus à l’issue de différentes extractions. 
 
Le rendement apparaît comme un facteur limitant, c’est pourquoi, à première vue, 
l’extraction à reflux apparaît attractive. Malgré tout, nous avons préféré opter pour la 
macération à température ambiante, craignant que la chaleur n’altère la qualité des extraits. 
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Les extraits chloroformique et acétonique présentent des profils chromatographiques 
similaires en CCM pour des rendements légèrement supérieurs avec l’acétone (1,9 % 
contre 1,6 %). L’acétone présente, en outre, une gamme de polarité recoupant celle du 
chloroforme et celle des solvants alcooliques, couramment employés pour extraire des 
triterpènes glycosylés. C’est sur la base de ces arguments, qualitatif et quantitatif, que 
nous avons opté pour l’acétone qui nous permet d’extraire des triterpènes sous forme libre 
et liée. 
 
 
Le procédé d’extraction retenu est donc la macération dans de l’acétone. 
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IV-3- Extraction et purification des triterpènes 
 
IV-3-1- Extraction 
 
 L’extraction a été effectuée à partir de 2 kg de poudre végétale préalablement 
humectée avec de l’eau distillée, à température ambiante et sous agitation. 
 
 La poudre végétale imbibée a subi, en premier lieu, une phase de « dégraissage »  afin 
d’éliminer la majeure partie des corps gras, les cires et les molécules les plus apolaires qui 
peuvent représenter une gêne pour les travaux de purification ultérieurs. Cette étape, réalisée 
avec 24 l de n-hexane brut, a permis d’éliminer environ 10 g de résidu. 
 La poudre résiduelle a ensuite été épuisée par 25 l d’acétone technique ; les solutés 
recueillis, concentrés à siccité, ont fourni 38 g d’extrait sec. Une partie de cet extrait a été 
employée pour la suite de l’étude. Le reste a été réservé au congélateur en vue de tests 
biologiques complémentaires. 
 
 
 
 
IV-3-2- Purification de l’extrait hexanique 
 
 L’extrait hexanique ne comporte, a priori, pas de molécules susceptibles d’entrer dans 
le cadre de l’objectif que nous nous sommes fixée. 
Par acquis de conscience, nous avons cherché à connaître la nature des composés 
majoritairement contenus dans l’extrait hexanique. Après une CC de silice éluée avec 100 % 
de toluène, nous avons isolé un mélange de six alcools gras, linéaires, saturés à très longue 
chaîne de formule C45H91OH, C47H95OH, C49H99OH, C51H103OH, C53H107OH et 
C55H111OH identifiés par le spectre de masse du mélange. 
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IV-3-3- Purification de l’extrait acétonique 
 
 Après avoir testé plusieurs méthodes de fractionnement, nous avons opté pour 
une méthode chromatographique d’adsorption couramment employée pour les premières 
étapes de purification : le fractionnement « flash » sur colonne ouverte (CC) de silice. 
L’extrait acétonique (18 g) est repris dans du toluène en masse égale avec de la silice, 
puis séché et déposé en tête d’une colonne chromatographique. L’ensemble est élué par un 
gradient de polarité croissante avec du toluène, de l’acétate d’éthyle, du méthanol et enfin du 
méthanol à 50 %. Cinq fractions sont ainsi récupérées, A1, A2, A3, A4 et A5, avec des 
masses respectives de 1 g, 1 g, 170 mg, 19 mg et 11,5 g ; après contrôle chromatographique 
par CCM des éluats collectés en sortie de colonne, les fractions A3 et A4 sont regroupées en 
une seule fraction A3-4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21 : représentation schématique du fractionnement de l’extrait acétonique. 
 
 
Après révélation en CCM, les fractions A1, A3-4 et A5 susceptibles de renfermer des 
triterpènes ont été retenues pour la suite de l’étude. La fraction A5 est caractérisée par la 
présence majoritaire de flavonoïdes (révélation en lumière UV et au réactif de Neu) 
représentant la majeure partie de la masse recueillie. 
Extrait acétonique 
CC : Tol., AE, MeOH puis MeOH 50 % 
A1 A21 A5 
A3-4 
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Fractionnement de A1 (figure 22 sur volet) 
 
Le traitement à la vanilline sulfurique révèle en CCM trois bandes majoritaires dans la 
moitié supérieure du chromatogramme. Pour la suite de la description, ces bandes seront 
nommées, par polarité croissante, Gal-3, Gal-4 et Gal-5. 
 
Une méthode chromatographique d’exclusion sur gel de Sephadex® LH-20 est appliquée 
pour ce second stade de purification. La fraction A1 est éluée par le système isocratique 
CH2Cl2/MeOH : 85/15, V/V. Deux sous-fractions, A1-apolaire et A1-1, sont recueillies 
avec des masses respectives de 400 et 600 mg. Le fractionnement se poursuit sur la sous-
fraction A1-1 : le même protocole est appliqué à deux reprises jusqu’à obtention d’une 
sous-fraction, A1-11, riche en Gal-3, Gal-4 et Gal-5. 
 
A1-11 (186 mg) a été adsorbée sur CC de silice greffée en C-18, en phase inverse. 
L’élution a été réalisée avec un gradient acétonitrile/acétone, en débutant par 100 % 
d’acétonitrile, puis en augmentant la teneur en acétone de 5 % en 5 % jusqu’aux proportions 
(80/20, V/V) et enfin de 1 % en 1 %. Cette étape a permis d’obtenir une fraction de 101,5 mg 
enrichie en Gal-3 et Gal-5, et une autre fraction de 12,5 mg enrichie en Gal-4. 
 
 
Pour parfaire la purification de Gal-3 à Gal-5, nous avons ensuite alterné les supports 
« Sephadex® LH-20 » et « silice greffée en C-18 », mais l’étape d’identification n’a pas 
abouti pour deux de ces trois entités. 
En effet, le composé Gal-4 s’est dégradé au cours des étapes terminales de purification 
sur CC de silice en phase inverse.  
Gal-3 (15 mg) a été recueilli à l’issue d’une chromatographie sur CC de silice en 
phase inverse par le mélange (acétonitrile/acétone : 83/17, V/V). L’analyse en RMN a révélé 
qu’il y avait en réalité un mélange de deux molécules. Les méthodes traditionnelles et les 
méthodes de séparation sur la CLHP préparative ne nous ont pas permis de purifier ces 
composés extrêmement apolaires. Les analyses spectroscopiques du mélange n’ont, en outre, 
pas livré d’informations suffisamment complètes pour pouvoir envisager de présenter des 
hypothèses. 
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L’identification des molécules Gal-3-1, Gal-3-2 et Gal-4’ est donc inachevée même si 
la présence de certains signaux caractéristiques en RMN laissent supposer leur nature 
triterpénique. Un travail plus approfondi d’optimisation de la purification sera à entreprendre. 
 
 La molécule Gal-5 (7,9 mg) a été isolée par CC de silice en phase inverse (solvant 
acétonitrile/eau : 97/3, V/V) suivie d’un ultime passage sur gel de Sephadex® LH-20. 
L’identification de cette molécule sera décrite au paragraphe IV-4 intitulé 
« Identification des molécules isolées». 
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Figure 22 : schéma de purification de la fraction A1 acétonique.
Gal-5 (7,9 mg) à 97/3 
CC Silice C-18 
(conditions identiques) 
CC Silice greffée en C-18 
(gradient acétonitrile/ acétone) 
CC Sephadex® LH-20 (85/15 : CH2Cl2/MeOH) 
CC Sephadex® LH-20 (85/15 : CH2Cl2/MeOH) 
CC Sephadex® LH-20 (85/15 : CH2Cl2/MeOH) 
Fraction A1 (1 g) 
A1-apolaire          A1-1 
(400 mg)                   (600 mg) 
A1-12 
(410 mg) 
A1-121 A1-122 A1-123 
A1-11 
(186 mg) 
Gal-4’ à 94/6 
   (6 mg) 
Gal-3 (15 mg) à 83/17 
Fraction « Gal-4 » 
     (12,5 mg) 
Fraction « Gal-3 + Gal-5» 
(101,5 mg) 
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Fractionnement de A5 (figure 23 sur volet) 
 
A5 (environ 7 g) a été chromatographié sur colonne de silice en phase inverse greffée 
en C-18 sous moyenne pression (CLMP). La colonne a été éluée par un gradient de polarité 
décroissante « eau/méthanol », en débutant par 100 % d’eau et en achevant l’élution par     
100 % de méthanol. Douze fractions ont été constituées. 
A5-8 et A5-11 ont permis d’aboutir à l’isolement et à l’identification de molécules. 
 
 
A5-8 (63,7 mg) regroupe les composés élués entre 15 % et 20 % de méthanol. Cette 
fraction, de masse relativement faible, renferme peu de composés. En CCM, après 
pulvérisation par le révélateur universel, nous avons noté la présence d’une bande de couleur 
bleu-mauve parmi quelques pigments. Cette bande a également répondu positivement au 
réactif de Liebermann-Burchard. Nous l’avons désigné Gal-6. 
 La fraction A5-8 a alors été chromatographiée sur une colonne courte pré-
conditionnée de silice greffée en C-18; nous avons élué avec le gradient eau/méthanol. Gal-6 
est obtenu à partir de 20 % de méthanol ; les éluats les plus purs sont réunis et concentrés. 
Une fraction de 22,7 mg est obtenue. 
Cette fraction a ensuite été chromatographiée en CLHP préparative sur une colonne de 
silice greffée en C-18 par un gradient acétonitrile/eau, en utilisant un détecteur UV à la 
longueur d’ondes de 210 nm. La molécule attendue est éluée avec un mélange 
(acétonitrile/eau : 92/8, V/V) à t = 23,8 min. Cette étape permet de recueillir 3,6 mg de Gal-6. 
L’identification de Gal-6 sera détaillée dans le paragraphe IV-4. 
 
 
 Tout comme A5-8, la fraction A5-11 (296,5 mg) présente en CCM très peu de bandes 
importantes, mais un grand nombre de composés à l’état de traces. Une bande a répondu 
positivement aux trois révélateurs choisis, suggérant que l’entité correspondante, Gal-7, se 
composait d’un aglycone triterpénique et d’une partie osidique. 
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 La séparation de Gal-7 est réalisée sur une CC sur gel de Sephadex® LH-20. A5-11 est 
repris dans du méthanol, la colonne est d’abord éluée avec du méthanol afin d’en séparer les 
molécules les plus polaires ; un suivi en CCM est effectué simultanément. Une fois 
débarrassée de ces molécules, la CC est éluée par un système (CHCl3/MeOH : 25/75, V/V). 
Cette étape permet de réunir 42,3 mg de Gal-7 encore impur par la présence de pigments 
résiduels. 
 Le résidu « Gal-7 » est alors repris par 30 ml de méthanol fraîchement distillé. Un 
précipité se forme et après décantation, une masse opaque et blanche est obtenue et séchée. 
Gal-7 présente une masse de 26,9 mg. Son analyse structurale sera présentée dans le chapitre 
IV-4. 
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Figure 23 : purification des triterpènes Gal-6 et Gal-7. 
  A5-1    A5-2    A5-3     A5-4     A5-5      A5-6     A5-7                            A5-9      A5-10                 A5-12 
Fraction enrichie en Gal-7 
(42,3 mg) 
CLMP Silice greffée en C-18 (gradient H2O/MeOH) 
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=>100% MeOH, 
=> 75/25: MeOH/CH2Cl2 
Précipitation (MeOH) 
Gal-7 
(26,9 mg) 
Vac Elut sur silice greffée en C-18 
(gradient H2O/MeOH) 
(80/20 : H2O/MeOH) 
Fraction enrichie en Gal-6 
(22,7 mg) 
CLHP préparative sur C-18 
(gradient acétonitrile/eau) 
Gal-6 à 92/8 
(3,6 mg) 
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Fractionnement de A3-4 (figure 24 sur volet) 
 
En CCM, le développement par (Tol./AE/MeOH : 80/18/2, V/V/V) assure une bonne 
représentation du contenu de la fraction A3-4 (189 mg). Nous avons ainsi visualisé, après 
pulvérisation du réactif à la vanilline sulfurique, une bande majoritaire, de couleur bleu 
marine. Cette entité réagit en outre au réactif de Liebermann-Burchard. 
 
Une alternance de CC de Sephadex® LH 20 (CH2Cl2/MeOH : 85/15, V/V) et de 
chromatographies sur cartouche de silice en phase inverse (MeOH-H2O : 93/7 et 94/6, V/V) 
conduit à une fraction très riche en l’entité que nous avions repérée. Ces multiples étapes de 
purification ont révélé que la bande initiale est un mélange de deux bandes très proches l’une 
de l’autre. La sous-fraction (16,1 mg) est scindée par une colonne courte pré-conditionnée de 
silice greffée en C-18 en deux fractions contenant chacune une bande de masse respective   
0,8 mg et 4,9 mg. 
 
Compte-tenu des masses obtenues, seule la seconde sous-fraction a été identifiée. Une 
CCM en deux dimensions avec (Tol./AE/MeOH : 80/18/2, V/V/V) et (CHCl3/MeOH : 98/2, 
V/V) a permis de détecter la présence de deux molécules, avant séparation. 
 
La sous-fraction de 4,9 mg a alors été chromatographiée en CLHP préparative sur une 
colonne de silice greffée en C-18, avec un gradient acétonitrile/eau comme phase mobile. 
Détectables en UV à 210 nm, les molécules Gal-9 (90/10) et Gal-8 (91/9) ont été isolées en 
quantités faibles soit respectivement 1,4 mg et 1,1 mg. Cette dernière étape de purification a 
été réalisée au « Centre de Recherche sur les Substances Naturelles », Laboratoires Pierre-
Fabre. 
 
L’élucidation de leurs structures est détaillée dans le chapitre suivant. 
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Figure 24 : purification des triterpènes Gal-8 et Gal-9. 
 
Alternance entre plusieurs : 
- CC sur Sephadex® LH 20  
        (CH2Cl2-MeOH 85/15), 
 
- Vac Elut sur silice greffée en C-18 
(MeOH-H2O 93:7; 94:6). 
Fraction A3-4 (189 mg) 
Sous-fraction enrichie 
(16,5 mg) 
Vac Elut sur silice greffée en C-18 
(MeOH-H2O) 
« Composé A » 
(4,9 mg) 
« Composé B » 
(0,8 mg) 
CLHP préparative sur C-18 
(gradient acétonitrile/eau) 
Gal-9 (1,4 mg) à 90/10 
Gal-8 (1,1 mg) à 91/9 
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IV-4- Identification des molécules isolées 
 
 Les composés Gal-5, Gal-6, Gal-7, Gal-8 et Gal-9 ont répondu positivement au 
réactif à la vanilline sulfurique et au réactif de Liebermann-Burchard. Gal-7 est la seule 
molécule ayant réagi au réactif au thymol sulfurique. 
 
 
Figure 25 : CCM des triterpènes isolés de Galega officinalis L. 
(Système de migration : CHCl3/ MeOH, 95/5) 
 
Les démonstrations qui suivent ont permis d’établir que trois d’entre elles sont des 
triterpènes stricto sensu, tandis que les deux autres correspondent à un stérol, isolé sous sa 
forme libre et sous sa forme glycosylée. 
 
Les structures que nous proposons ont été établies sur la base de données 
spectroscopiques IR, SM, RMN monodimensionnelle (RMN 1H et RMN 13C) et 
bidimensionnelle, homo- (COSY 1H-1H et NOESY 1H-1H) et hétéro-nucléaire (HSQC, 
HMBC). Les techniques de spectrométrie de masse nous renseignent sur la masse moléculaire 
de l’entité analysée, mais elles peuvent également fournir des données précieuses permettant 
Gal-5 Gal-6 Gal-7 Gal-8 Gal-9 
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de déterminer, par la présence de fragments caractéristiques, certaines particularités 
structurales. 
Les analyses en RMN se révèlent complémentaires dans l’apport d’informations sur la 
structure moléculaire (nature et positionnement des substituants) ainsi que sa configuration 
relative. 
 
 
IV-4-1- Numérotation conventionnelle 
 
Les carbones des triterpènes sont numérotés de manière conventionnelle, en accord 
avec les recommandations de l’I.U.P.A.C (International Union for Pure and Applied 
Chemistry). Nous présentons la numérotation des squelettes triterpéniques pentacycliques et 
stéroliques sur lesquels nos molécules sont formées. 
 
 
Numérotation d’un squelette triterpénique pentacyclique de type oléanane 
 
 
Figure 26 : numérotation d’un triterpène de type oléanane. 
 
 
Dans le cas représenté ici, le squelette est constitué de 30 carbones formant une 
structure pentacyclique, où chaque cycle est hexacarboné. 
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Les groupements méthyles substituant le squelette sont numérotés successivement de 
gauche à droite en commençant par les méthyles portés par le cycle A et ainsi de suite 
jusqu’au cycle E. Ainsi le carbone C-4 porte les méthyles 23 et 24, le carbone C-10 porte le 
méthyle 25, le carbone C-8 porte le C-26, etc. Le nombre et la position des substituants 
méthyles varient suivant le type de structure formée. 
 
 
Numérotation d’un squelette stérolique de type androstane 
 
 
 
Figure 27 : numérotation d’un stérol de type androstane. 
 
 
Comme précédemment, la décaline A/B est numérotée en priorité, puis le noyau C/D. 
Le squelette central du stérol est ici constitué par 17 carbones organisés en quatre cycles. Les 
cycles A, B et C sont hexacarbonés tandis que le cycle D stérolique se distingue par une 
structure pentacarbonée. 
La structure est substituée par au moins deux groupements méthyles et une chaîne 
latérale variable portée par le carbone C-17. La numérotation s’applique d’abord sur les 
méthyles portés par le squelette cyclique puis sur les carbones de la chaîne latérale. Dans le 
cas présenté ici, la numérotation de la chaîne latérale débute au carbone C-20, carbone vicinal 
du carbone C-17. 
 
2
3
4
5
10
1
6
7
8
9 14
13
12
11
15
16
17
R
OH
18
19
A B
C D
- Travaux personnels - 
- Etude phytochimique de Galega officinalis L. - 
  115
Lorsque les génines (stéroliques ou triterpéniques) sont glycosylées, la partie osidique 
est numérotée de 1’ à 6’ en partant du carbone anomérique. 
 
IV-4-2- Caractéristiques spectrales communes aux triterpènes isolés 
(Yamaguchi et al., 1970, Mahato et Kundu, 1994) 
 
Les triterpènes isolés présentent des similitudes sur une partie de leur structure. Ces 
molécules polycycliques comportent toutes au moins trois cycles hexacarbonés A, B et C. 
Hormis une légère distinction pour deux composés au niveau de la position de leur double 
liaison, les carbones C-1 à C-3, C-7, C-10 et C-11 sont caractérisés par des déplacements 
chimiques quasi constants. 
 
 
Sur le spectre de RMN 13C (en mode J-modulé, dans CDCl3) 
 
• Les carbones C-1, C-2, C-7 et C-11 représentent, dans les cas les plus simples, les 
carbones de groupements méthylènes. Cela est apparu pour les molécules que nous 
avons isolées. 
 
• Les signaux attribuables aux carbones hydroxylés se repèrent à des valeurs 
caractéristiques variant de 70 à 80 ppm. En l’occurrence, pour des raisons 
biogénétiques, le carbone C-3 présente cette caractéristique. Les déplacements 
chimiques d’un carbone hydroxylé varient en fonction de la configuration du OH : sur 
une trans-décaline, en considérant qu’il n’y a aucun autre substituant dans le voisinage 
direct, le signal sera plus blindé (autour de 76 ppm) pour un groupement OH -orienté 
par rapport à son isomère équatorial -orienté (autour de 79 ppm). 
 
• La configuration de l’hydroxyle en 3 se répercute, en outre, sur les déplacements des 
carbones situés en  du C-3 ; ainsi un groupement OH axial, -orienté, induit, par 
rapport à son isomère en , un blindage de 2 ppm sur le C-1 (C  39 ppm), un 
blindage d’environ 6,7 ppm sur le C-5 (C  48,8 ppm) et un déblindage de 6,5 ppm 
sur le carbone du méthyle axial (C  21-22 ppm) porté par le C-4. 
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• Le carbone C-2, situé en  du C-3, subit également un effet de déblindage 
remarquable, du fait de l’introduction d’un groupe OH en C-3. Son déplacement 
chimique apparaît entre 29 et 35 ppm. 
 
• Le carbone C-7 est généralement situé autour de 32 ou 33 ppm. 
 
• Le signal correspondant au C-11 résonne entre 21 et 24 ppm. 
 
• Le carbone C-10, correspondant à un carbone quaternaire et résonne autour de          
37 ppm. 
 
• Autre caractéristique commune aux composés étudiés, la présence d’une double 
liaison portée par l’un des trois premiers noyaux. Les signaux observables sur les 
spectres à champs faibles pour des valeurs de l’ordre de 122 à 126 ppm et de 138 à 
144 ppm signent l’existence d’une double liaison positionnée entre un carbone 
tertiaire et un carbone quaternaire. 
 
 
Sur le spectre de RMN 1H 
 
• Les groupements méthyles résonnent généralement à champs très élevés, entre 0,7 et 
1,6 ppm selon les fonctions environnantes. 
 
• Le déplacement chimique du proton oléfinique (H-12 dans le cas d’un oléanène ; H-6 
pour une stérol de type protostane) est caractéristique et résonne aux environs de 4,6 à 
5,5 ppm. 
 
 
L’identification des molécules est présentée en fonction des homologies structurales 
décelées sur les spectres. 
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IV-4-3-Identification des molécules Gal-6, Gal-8 et Gal-9 
 
IV-4-3-1-Identification de Gal-9 
 
 
• Caractéristiques générales 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 7 : caractéristiques générales du composé Gal-9. 
 
 
•  Données spectroscopiques de Gal-9 
 
Le spectre de masse en mode électrospay positif haute résolution (HR-ES+) du 
composé Gal-9 présente des ions pseudo-moléculaires à m/z 443,390 et m/z 465,370 que l’on 
peut respectivement attribuer à [M + H]+ et [M + Na]+ avec des précisions de 2,5 et 2,0 ppm 
(figure 28). Ceci permet d’envisager pour cette molécule la formule brute C30H50O2 et une 
masse de 442 u.m.a. 
La composition élémentaire d’un troisième ion diagnostic (pic majoritaire) à m/z 
425,377, attribuable à C30H49O (1,2 ppm), peut être associée à la perte d’une molécule d’eau 
 Gal-9 
Quantité obtenue 1,4 mg 
Aspect Fines aiguilles blanches 
Système de développement en CCM sur silice CHCl3/MeOH : 95/5 V/V 
Rf 0,74 
Réponse au réactif à la vanilline sulfurique bande bleu foncé intense 
Réponse au réactif de Liebermann-Burchard 
- positive sous U.V. à 365 nm 
- rosée en lumière blanche 
Réponse au réactif du thymol négative 
Point de fusion 194,2-195,5 °C 
Pouvoir rotatoire 
[] 20D  = + 32,8° 
(CHCl3, c 0,14) 
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(- 18,012) à partir de l’ion pseudo-moléculaire [M + H+]. Cette observation suggère que la 
molécule Gal-9 possède au moins un groupement hydroxyle. 
 
 
Figure 28: spectre de masse (mode HR-ES+, dans CHCl3) de Gal-9. 
 
La composition élémentaire C30H50O2 permet, en outre, de calculer l’équivalent de 
doubles liaisons (E.D.L.) afin d’envisager le nombre de liaisons conjuguées et/ou de cycles 
que compte la structure. 
 
E.D.L. = ½ [2 × (Atometétravalent) + Atometrivalent - Atomemonovalent + 2], 
E.D.L. = ½ (2 ×(30) + 0 – 50 + 2 
E.D.L. = 6 soit l’équivalent de 6 doubles liaisons 
 
Le spectre de masse (figure 29) réalisé en mode « impact électronique » (IE) conforte 
ces premières déductions avec la détection de l’ion moléculaire M+ à m/z 442, mais il nous 
 
425,377  => [M + H – H2O]+ (1,2 ppm) 
443,390  => [M + H]+ 
   (2,5 ppm) 
465,370  => [M + Na]+ (2 ppm) 
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apporte aussi et surtout deux informations extrêmement importantes pour la prédiction d’une 
structure. 
 
 
Figure 29 : spectre de masse (mode IE, dans CHCl3) de Gal-9. 
 
 
Nous détectons, en effet, un ion diagnostic à m/z 234 témoignant d’une réaction de 
type rétro-Diels-Alder ayant entraîné une rupture au niveau du cycle C ((1) figure 31). Cette 
rupture a abouti à la formation de deux fragments majoritaires, le radical « A/B » et l’ion 
« D/E », ce dernier étant détecté à m/z 234 (figure 28). Cette fragmentation est caractéristique 
d’une insaturation en position C-12/C-13 (Budzikiewicz et al., 1963) et nous oriente d’ores et 
déjà vers une structure triterpénique pentacyclique de type oléanène ou ursène (figure 30). 
 
 
 
Figure 30 : représentations des squelettes ursène et oléanène. 
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Nous remarquons par ailleurs la présence d’un second signal à m/z 216. Ce signal 
correspond à [D/E+ – H2O] ce qui nous permet de déduire que la molécule Gal-9 est un 
triterpène pentacyclique substitué par deux groupements hydroxyles, l’un sur le cycle A/B, le 
second sur le cycle D/E. 
 
 
Figure 31 : fragments obtenus à l’issue d’une réaction rétro-Diels-Alder 
sur Gal-9 (fragmentation la plus abondante). 
 
 
Le spectre IR (figure 32), réalisé sur Gal-9, corrobore les hypothèses dégagées des 
données de masse. En effet, nous détectons sur le spectre IR la présence de : 
- une large bande d’élongation à 3400 cm-1, caractéristique d’un pont 
hydrogène d’un groupement O-H, 
- une bande à 1028 cm-1 produite par une vibration d’élongation de la 
liaison C-O d’un alcool secondaire, 
- une faible absorption d’élongation à 1654 cm-1 confirmant la présence 
d’une liaison C=C dans la structure, 
- des bandes de faible intensité de déformation angulaire d’un C-H ou d’un 
CH3 (1457 et 1384 cm
-1) 
- une bande d’élongation à 2949 cm-1et de déformation angulaire hors du 
plan (998 cm-1) caractérisant les groupes C-H,  
- deux absorptions de forte intensité à 2925 et 2870 cm-1 attribuables à 
l’élongation de groupes CH2 ou CH3. 
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Figure : spectre IR (pastille de KBr) du composé Gal-9 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 32 : spectre IR du composé Gal-9. 
 
 
Le spectre de RMN 1H (figure 33) révèle la présence de signaux à champs très élevés 
que l’on peut attribuer, sans ambiguïté, à huit groupements méthyles : nous distinguons 
notamment six singulets à H 0,82, 0,98, 0,99, 1,02, 1,04 et 1,10 ppm et deux doublets à H 
0,81 et 0,99 ppm, ces derniers présentant des constantes de couplage de 7,1 et 6,7 Hz. 
 
Figure 33 : spectre de RMN 1H (CDCl3) du composé Gal-9. 
O-H
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CH; CH3 
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La détection de deux doublets nous oriente sur l’hypothèse d’une molécule de type 
ursane et les deux signaux se voient identifiés aux méthyles Me-29 et Me-30 substituant 
respectivement les carbones C-19 et C-20. 
D’un point de vue biosynthétique, les six méthyles restants ne peuvent être positionnés 
qu’à des emplacements bien définis à savoir sur les carbones C-4, C-8, C-10, C-14 et C-17. 
Reste à replacer correctement chacun d’eux. 
 
 
Sur les trente carbones détectés sur le spectre RMN 13C (réalisé en mode J-modulé 
dans CDCl3, figure 34), les huit signaux les plus blindés représentent huit groupements 
méthyles tandis que les deux signaux les plus déblindés résonant à C 125,3 et 138,9 ppm 
caractérisent les deux carbones oléfiniques sp2 tertiaire C-12 et quaternaire C-13. 
 
 
Figure 34 : spectre de RMN 13C (mode J-modulé, CDCl3) du composé Gal-9. 
 
 
L’observation conjointe des spectres RMN 13C et RMN 1H nous révèle que la 
molécule comporte effectivement deux groupements hydroxyles portés par des carbones 
tertiaires, avec respectivement la détection de signaux caractéristiques à C 79,2 et 79,3 ppm 
attribuables à deux carbones hydroxylés et de deux signaux d’intégration un proton 
8 CH3 
2 CHOH 
C-12 
C-13 
Pic du solvant 
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respectivement à H 3,24 ppm et 3,37 ppm pour les deux protons correspondant aux protons 
des carbones portant les hydroxyles. 
Si, comme nous l’avons établi précédemment, un des deux groupements OH est porté 
par le noyau D/E, le second, d’un point de vue biogénétique, est fortement suspecté comme 
étant porté par le carbone positionné en 3. 
 
 
La détection de déplacements chimiques caractéristiques vient corroborer cette 
hypothèse. En effet, si nous nous référons à la littérature et à la constance des déplacements 
chimiques de quelques carbones de triterpènes de type ursène (Mahato et Kundu, 1994), nous 
supposons que les signaux repérés à C 39,0, 27,4, 33,0 et 37,1 ppm correspondent aux 
carbones C-1, C-2, C-7 et C-10 de la molécule. Ceci est illustré dans la démonstration qui 
suit. 
Hormis cela, la présence d’un triplet résonant à H 5,16 ppm (3,4 Hz) confirme 
l’existence d’un proton oléfinique au sein de la structure que nous pouvons à présent identifier 
comme étant le H-12. 
Il est, en outre, possible de repérer rapidement le carbone C-5 d’un ursène ou d’un 
oléanène par son déplacement chimique caractéristique aux alentours de 55,0 ppm ; c’est ainsi 
que le signal résonant à C 55,5 ppm signe l’identité de C-5 de Gal-9. Sur le spectre du 
proton, le proton H-5 apparaît sous la forme d’un doublet dédoublé à H 0,76 ppm (figure 32). 
 
 
L’analyse du spectre RMN 2-D hétéronucléaire HSQC (figure 35) nous a permis 
d’établir les correspondances proton/carbone de tous les signaux caractéristiques. 
Les données spectrales nous indiquent, par ailleurs, la présence de huit carbones 
primaires, huit carbones secondaires, huit carbones tertiaires et six carbones quaternaires et 
confirment ainsi la structure de type ursène substituée par deux groupements hydroxyles sur 
des carbones secondaires. 
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Figure 35 : spectre de RMN HSQC du composé Gal-9. 
 
 
Gal-9 se présente ainsi comme une molécule en C30, pentacyclique, di hydroxylée et 
de type ursène comme présenté sur la figure 36 qui suit. Nous avons illustré en gras les 
éléments déjà identifiés. 
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Figure 36 : Gal-9 
C-13 = Cq 
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Figure 37
13C 1HCorrélations HM BC :
Le spectre de RMN HMBC permet, par le jeu des couplages longues distances 
hétéronucléaires, d’attribuer la position du second OH sur le cycle D/E et de confirmer 
l’ensemble des déplacements chimiques. 
 
 
Le carbone quaternaire C-13 (C 138,9 
ppm) présente une seule tache de corrélation 
avec un singulet préalablement attribué à un 
méthyle. En considérant ces corrélations de type 
2J et 3J, le groupement Me-27 (C 23,5 ppm) est 
le seul susceptible de répondre à ces exigences 
(figure 37). 
Les protons du méthyle Me-27 
établissent, en outre, trois couplages – deux 
avec des carbones quaternaires et un avec un 
carbone secondaire – qui sont par déduction 
attribués aux carbones C-8 (3J ; C 40,3 ppm), 
C-14 (2J ; C 43,0 ppm) et C-15 (3J ; C 26,2 
ppm) (figure 37). 
 
 
Outre leur couplage avec les protons du 
méthyle Me-27, les carbones C-8 et C-14 
présentent une tache de corrélation avec les 
protons d’un autre méthyle, qui ne peut être que 
le méthyle Me-26 (C 16,9 ppm) (figure 38). 
Le singulet attribué au méthyle Me-26 
forme également deux taches de corrélation 
avec les carbones d’un groupement méthine et 
d’un groupement méthylène. Compte-tenu de la 
structure, ces deux groupements se voient 
naturellement assignés au CH-9 (C 47,8 ppm) 
et au CH2-7 (C 33,0 ppm) (figure 38). 
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Le carbone C-9 forme une tache de corrélation avec les protons du méthyle Me-26 et 
ceux d’un second méthyle (figure 38) qui est identifié comme étant le méthyle Me-25          
(H 1,1 ppm). 
 
 
 
Les protons du méthyle Me-25 
présentent quatre taches de corrélation avec 
les carbones tertiaires C-5 et C-9, un 
carbone quaternaire et un carbone 
secondaire. Par déduction, le carbone 
quaternaire correspond au C-10 (C 37,1 
ppm) et le carbone secondaire au C-1        
(C 39,0 ppm) (figure 39). 
 
 
 
Le carbone C-5 forme une seconde 
tache de corrélation avec les protons d’un 
méthyle dont le signal présente un 
déplacement de H 0,81 ppm. Considérant 
un couplage à trois liaisons, il peut s’agir du 
méthyle Me-23 ou Me-24. 
 
Ces deux méthyles corrèlent entre 
eux ainsi qu’avec le carbone C-3 (C 79,2 
ppm) substitué par un groupement 
hydroxyle. Cette dernière corrélation 
permet de confirmer le positionnement en 
C-3 de l’hydroxyle (figure 40). 
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Attribuons à présent les déplacements des groupements méthyles Me-28, Me-29 et 
Me-30. 
 
Sur les six singulets détectés sur le spectre de RMN 1H, cinq ont été attribués aux 
méthyles Me-23, Me-24, Me-25, Me-26 et Me-27. Le dernier singulet est donc, par 
élimination, attribuable au méthyle Me-28 (C 24,8 ppm) substituant le carbone C-17 (C 39,3 
ppm) (figure 41). 
 
Les protons de Me-28 montrent trois taches de corrélation avec le carbone d’un CH2, 
celui d’un CH et celui du second groupe CHOH porté par la molécule (figure 41). 
 
 
De cette constatation, nous pouvons seulement déduire les éléments suivants. 
 
1) Compte-tenu de la structure présumée, 
le CH corrélant avec le méthyle Me-28 ne 
peut être que le carbone C-18. Cette 
assignation est confirmée par son 
déplacement chimique relativement 
déblindé pour un CH (C 58,8 ppm), dû à la 
proximité de la double liaison (figure 41). 
 
2) L’analyse de la fragmentation en IE de 
Gal-9 (Cf. p 118) nous a amené à établir 
que le second hydroxyle était positionné sur 
le cycle D/E. Or, le carbone porteur de 
l’hydroxyle ne donne, en HMBC, qu’une 
tache de corrélation avec les protons de   
Me-28. Les seuls emplacements plausibles 
restent en C-16 ou en C-22 pour un 
couplage de type 3J (figure 41). 
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Les protons du méthylène CH2-15, 
étant placés avec certitude et présentant une 
tache de corrélation avec un carbone 
secondaire, ce dernier ne peut être que le 
carbone C-16. Le groupement OH se voit 
assigné à la position 22 (C 79,2 ppm) (figure 
42). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 42 
 
Il reste à présent à placer les méthyles Me-29 et Me-30. 
 
Sur le spectre de RMN 1H, les protons Me-29 et Me-30, respectivement portés par les 
carbones des groupements CH-19 et CH-20 vicinaux, apparaissent sous la forme de doublets 
caractéristiques, avec des constantes de couplage de l’ordre de 7 Hz. 
Un de ces doublets établit une connexion en HMBC avec deux groupes méthines, dont 
le CH-18. Ceci nous permet de confirmer le positionnement du Me-29 et, par déduction, du 
Me-30 (figure 42). 
 
 
Les déplacements chimiques des méthylènes CH2-2, CH2-6, CH2-11 et CH2-21 ont 
finalement été attribués par l’observation des corrélations HSQC, HMBC et COSY et 
confirmés par les déplacements chimiques relevés dans la littérature pour ce type de 
triterpène. 
 
Le COSY confirme la position de l’hydroxyle en C-22 (tache de corrélation              
H-22/H-21) mais aussi la position des protons H-15 et H-2 pour lesquels les déplacements 
sont assez difficiles à attribuer du fait du nombre important de signaux résonant à ces 
déplacements chimiques. 
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Les connectivités 1H-1H détectées en COSY sont illustrées ci-dessous. 
 
Figure 43 : représentation des principales corrélations observées  
sur le spectre RMN COSY de Gal-9. 
 
 
 
L’ensemble des signaux est ainsi atttribué. Les déplacements chimiques (H et C 
exprimés en ppm), les multiplicités (d : doublet ; m : multiplet ; s : singulet ; br : élargi), les 
constantes de couplage (J en Hz) ainsi que les corrélations en RMN HMBC sont répertoriés 
dans le tableau 8 récapitulatif suivant. 
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Tableau 8 : données spectrales de RMN 1H et 13C 
et corrélations HMBC de Gal-9. 
 
 
Ainsi ne nous reste-t’il plus qu’à établir la configuration relative du composé Gal-9. 
 
On a généralement recours à la RMN 2-D homonucléaire NOESY. Le NOESY 
représente les interactions 1H-1H entre des protons non reliés qui sont proches dans l’espace. 
Position C H (J en Hz) Corrélations HMBC  
1  
    
39,0 1,03 
1,67 m 
H-25 
2  
   β 
27,4 1,63 m 
1,58 m 
- 
3 79,2 3,24 dd (10,3 ; 4,8) H-23, H-24 
4 39,2 - - 
5 55,3 0,76 dd (11,5 ; 1,4) H-23, H-24, H-25 
6  
    
18,5 1,56 m 
1,53 
- 
7  
    
33,0 1,39 m 
1,57 m 
H-26 
8 40,3 - H-26, H-27 
9 47,8 1,56 m H-25, H-26 
10 37,1 - H-25 
11  
      
23,6 1,96 m 
1,94 m 
- 
12 125,3 5,16 t (3,4) - 
13 138,9 - H-27 
14 43,0 - H-26, H-27 
15  
      
26,2 1,75 m 
1,07 m 
H-27 
16  
      
20,9 1,35 
1,38 
H-28 
17 39,3 - - 
18 58,8 1,35 m H-28, H-29 
19 37,4 1,05 m H-29 
20 39,4 1,39 m - 
21  
      
39,0 1,65 
1,03 m 
- 
22 79,3 3,37 dd (12,1, 4,0) H-28 
23 28,3 1,02 s H-24 
24 15,9 0,82 s H-23 
25 15,8 0,98 s H-5 
26 16,9 1,04 s H-9 
27 23,5 1,10 s H-13  
28 24,8 0,99 s - 
29 17,6 0,81 d (7,1) - 
30 21,2 0,99 d (6,7) - 
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Cet outil permet de résoudre les problèmes de configuration et de conformation dans des 
molécules présentant de nombreux centres asymétriques comme les triterpènes. 
Hormis cette expérimentation, les déplacements chimiques en RMN 1H et RMN 13C, 
comparés à ceux référencés dans la littérature, peuvent aider à déduire la configuration 
relative de certains substituants. Les constantes de couplage (détectées sur le spectre de   
RMN 1H) servent également de support à la démarche, en référence à des valeurs théoriques 
issues de la courbe de Karplus-Conroy (Silverstein et al., 1998). La valeur de la constante 
traduit une valeur angulaire dont la validité est ensuite analysée sur le modèle moléculaire de 
Dreiding. 
C’est en combinant les analyses de ces divers supports que nous avons déterminé la 
configuration relative du composé Gal-9. 
 
 
Dans un premier temps, nous avons déterminé la configuration de la décaline A/B, 
puis, l’orientation des substituants de la décaline. 
 
En premier lieu, nous avons déterminé l’orientation du proton H-5. Ce dernier apparaît 
sous l’aspect d’un doublet (JH-5, H-6 = 11,5 Hz) dédoublé (JH-5, H-6 = 1,4 Hz) à 0,76 ppm sur le 
spectre du proton (figure 33). La constante de 11,5 Hz traduit un angle d’environ de 180° 
entre H-5 et H-6, soit un couplage de type trans-diaxial entre le proton H-5 et le proton H-6 
axial (figure 44). 
Le proton H-5 est axial, -orienté et la décaline A/B est donc une trans-décaline. 
 
 
Figure 44 : représentation de Newman des substitutions de C-5 et C-6. 
 
H5
C4 C10
βH6
C7αH6
  180° pour JH-6,H-5 = 11,5 Hz 
  67° pour JH-6,H-5 = 1,4 Hz 
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Mahato et Kundu (1994) s’appuient sur de nombreux exemples et affirment qu’il est 
possible de prédire la configuration d’un groupement hydroxyle par le déplacement chimique 
du carbone qui le porte. Ainsi, dans CDCl3, un carbone substitué par un OH en position axiale 
apparaît plus blindé (C  76-77 ppm) que celui portant un OH en position équatoriale (C  
79-80 ppm). Nous prévoyons donc, d’après le déplacement C-3 à 79,2 ppm, que le OH-3 est 
en position équatoriale, -orienté sur la décaline A/B, en supposant que le cycle A soit en 
position chaise. 
 
L’analyse du spectre RMN 1H permet, en outre, de constater que le proton H-3 (dd) 
présente des constantes de couplage de 10,3 Hz et de 4,8 Hz, ce qui laisse envisager qu’il est 
positionné en axial sur la décaline A/B. Cette affirmation s’appuie sur la multiplicité du signal 
du proton H-3 et plus particulièrement sur la valeur élevée de la constante de couplage (J = 
10,3 Hz) entre les protons H-3 et H-2. En se référant à la courbe de Karplus-Conroy, cette 
constante correspondrait à un angle dièdre  de 180° entre ces deux protons vicinaux, 
autrement dit le couplage détecté serait de type trans-diaxial entre les protons H-3 et H-2 
(figure 45). Le groupement hydroxyle occupe donc une position équatoriale ; il est -orienté 
sur le cycle A. 
L’attribution des groupements méthyles portés en C-4, Me-23 et Me-24, est facilement 
déduite à partir de leurs déplacements chimiques (tableau 8). Ainsi, le groupement Me-23 
déblindé à 1,02 ppm est, sur le cycle A, en position équatoriale et le groupement Me-24, 
blindé à 0,82 ppm est en position axiale (figure 45). 
 
  
 
   180° <=> 8  JH-2, H-3  10,0 Hz 
   40° <=> 4  JH-2, H-3  5,0 Hz 
 
Figure 45: représentation sur la décaline A/B des substituants de C-2 et C-3  
selon la représentation de Newman. 
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La détection d’un effet nucléaire Overhauser (nOe) entre le proton H-2 (= H-2ax) et 
les protons du méthyle Me-24 axial renforce l’idée que H-2 est en position axiale sur le cycle 
A (figure 46). Le proton H-3 présente, en outre, une tache de corrélation sur le NOESY avec 
H-2 vicinal (= H-2éq) ; sur le spectre du proton, nous notons une constante de couplage de 
4,8 Hz entre ces deux protons soit un angle évalué à environ 40° sur la courbe de Karplus-
Conroy. 
De plus, nous observons un couplage nOe entre le proton H-3 axial, le proton H-5 
axial et les protons du méthyle Me-23 (figure 46). H-5 présente également une corrélation 
avec le proton H-6 ainsi qu’avec le proton H-9, lui-même « couplé » à Me-27. Ces 
observations nous confirment que les protons H-9 et H-27 sont -orientés et occupent une 
position axiale sur les cycles A, B et C et que le proton H-6 est placé en position équatoriale. 
Elles contribuent à distinguer les protons H-11et H-11 en position équatoriale (soit en  sur 
le cycle A), Me-26 en position axiale (soit en  sur les cycle A et B) conformément aux 
positions conventionnelles décrites dans la littérature. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 46 : effets nucléaires Overhauser observables pour les substituants  
des cycles A, B et C de Gal-9. 
 
Vient à présent l’analyse portant sur les substituants de la décaline D/E. 
 
Pour déterminer l’orientation des protons vicinaux H-19 et H-20, nous nous sommes 
référée, d’une part, aux effets Overhauser observés pour le composé Gal-9 et, d’autre part, 
aux déplacements chimiques des carbones C-19 et C-20 de plusieurs urs-12-ènes. 
 
Sur le spectre NOESY, les protons du méthyle Me-29 présentent une tache de 
corrélation avec les protons du méthyle Me-28. Ceci nous laisse supposer que les 
groupements méthyles Me-28 et Me-29 sont situés du même côté du plan moyen formé par la 
décaline D/E (figure 48). 
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Or, la décaline A/B est une trans-décaline où le proton H-5 couple avec le proton 
H-9, lequel couple avec les protons du méthyle Me-27. En outre, les protons de Me-27 
forment une tache de corrélation avec un des deux protons H-15 (H 1,75 ppm), donc celui 
positionné en  (figure 48). Le signal à H 1,07 ppm correspond alors à H-15. H-15 
« couple » à son tour avec les protons du méthyle Me-28 : ces derniers sont donc -orientés 
sur le cycle D. Par conséquent, les protons du méthyle Me-29 sont -orientés et le proton H-
19, -orienté. L’effet nucléaire Overhauser détecté entre les protons de Me-29 et le proton   
H-20 permet d’orienter ce dernier en  et donc les protons du méthyle Me-30 en . 
 
La configuration du proton H-18 n’est pas toujours abordée dans la littérature et les 
références plus précises que l’on a relevé rapportent principalement des urs-12-ènes de la 
série H-18. Certes, le proton H-19 forme, sur le spectre NOESY, une tache de corrélation 
avec le proton H-18, mais, en analysant ce couplage sur le modèle de Dreiding, nous nous 
sommes aperçue que ce couplage est plausible quelle que soit l’orientation de H-18. Cette 
observation ne peut donc pas servir d’argument pour notre démonstration. 
Nous avons illustré, sur la figure 47, les deux cas de figures possibles : 
 
 
 
Jonction cis entre les cycles D et E   Jonction trans entre les cycles D et E 
H-18 -orienté      H-18 -orienté 
 
Figure 47 : jonctions cis (conformères en équilibre) et trans entre les cycles D et E de Gal-9. 
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Le déplacement chimique C18 varie généralement entre 55,3 et 55,8 ppm pour les   
urs-12-ènes de la série H-18. Dans notre cas de figure (C-18 à 58,8 ppm), la valeur est 
déblindée de 3 ppm et H-18 est supposé -orienté. 
Nous avons appuyé cette hypothèse sur l’extrapolation des analyses de Mahato et 
Kundu (1994), de Duddeck et al. (1978) et de Ricca et al. (1978) qui affirment que 
l’orientation du proton H-18 d’un oléanène peut être interprétée à partir des déplacements 
chimiques de C-18 ainsi que de plusieurs carbones environnants. Il apparaît, en effet, que la 
configuration du proton H-18 se répercute sur les carbones environnants comme le C-12, le 
C-13, le C-27 ou le C-28. Concrètement, ce phénomène se traduit par un effet de blindage 
lorsque H-18 est -orienté (Ricca et al., 1978). 
 
Cette argumentation relève plus d’une supposition que d’un fait véritablement établi. 
Toutefois, elle s’applique à l’ursène Gal-9 et elle a été vérifiée pour la configuration de la 
molécule suivante, de type oléanène. 
 
 
 
Sur le spectre NOESY de Gal-9 (figure 54), nous détectons des couplages entre les 
protons H-22 et H-18 et entre H-22 et les protons du méthyle Me-30 en . Considérant les 
effets nucléaires overhauser décrits précédemment, les distances entre les protons H-18, H-22, 
H-30 et les deux types de jonctions des cycles D et E, de tels couplages seraient plus 
probables sur une trans-décaline (figure 48). 
 
Figure 48 : principaux nOe détectés entre les substituants de la portion D/E de Gal-9. 
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Figure 49 : le Galegadiol (Gal-9).
H18
H9
H5
En se basant sur la même argumentation que pour la détermination du -OH-3, nous 
avons établi l’orientation du groupement hydroxyle en C-22. Le déplacement chimique du 
carbone C-22 (C-22 79,3 ppm) et les constantes de couplage du proton H-22 (JH-22, H-21 = 12,1 
Hz et JH-22, H-21 = 4,0 Hz) laissent présager son orientation axiale et donc, un hydroxyle en 
position équatoriale, -orienté. 
 
 
Considérant l’ensemble des informations recueillies et analysées, nous avons ainsi 
établi que la molécule Gal-9 représentée sur la figure 49 est l’ursène dénommé suivant la 
nomenclature IUPAC en vigueur : 3S, 5R, 8R, 9R, 10R, 14S, 17R, 18R, 19S, 20R, 22R-
23,24,25,26,27,28,29,30–octaméthyl-urs-12-èn-3,22-diol. 
 
Il est important de noter que nous n’avons pas pu déterminer la configuration absolue 
de cette molécule nouvelle, les études de diffraction aux rayons X ou les analyses de spectres 
de dichroïsme circulaire n’ayant pas été entreprises. 
 
 
Nous avons donné le nom trivial de Galegadiol à cette molécule jusqu’alors inconnue 
dans le règne végétal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quelques spectres de RMN ayant servi de support à l’identification du Galegadiol 
sont présentés ci-après. 
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Figure 50 : spectre de RMN 1H (CDCl3) du composé Gal-9. 
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Figure 51 : spectre de RMN 13C (mode J-modulé, CDCl3) du composé Gal-9. 
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Figure 52 : principales corrélations observées 
sur le spectre de RMN 2-D HMBC du composé Gal-9. 
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Figure 53 : spectre de RMN 2-D COSY du composé Gal-9. 
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Figure 54 : Corrélations observées sur le spectre  
RMN 2-D NOESY du composé Gal-9. 
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IV-4-3-2- Identification de Gal-8 
 
 
• Caractéristiques générales 
 
 
 Gal-8 
Quantité obtenue 1,1 mg 
Aspect Fines aiguilles grises 
Système de développement en CCM de silice CHCl3/MeOH : 95/5 V/V 
Rf 0,73 
Réponse au réactif à la vanilline sulfurique bande bleu foncé intense 
Réponse au réactif de Liebermann-Burchard 
- positive sous U.V. à 365 nm 
- rosée en lumière blanche 
Réponse au réactif du thymol négative 
Point de fusion 221-222,6°C 
Pouvoir rotatoire 
[] 20D  = + 44,5° 
(CHCl3, c 0,11) 
 
Tableau 9 : caractéristiques générales du composé Gal-8. 
 
 
•  Données spectroscopiques de Gal-8 
 
Le spectre de masse HR-ES+ du composé Gal-8 est identique à celui réalisé pour le 
composé Gal-9 précédent. Ainsi, apparaissent les trois ions diagnostics à m/z 443,390, m/z 
465,370 et m/z 425,377 attribués respectivement à [M + H]+, [M + Na]+ et [M + H – H20]+. 
La formule brute de Gal-8 est C30H50O2 pour une masse moléculaire de 442 u.m.a. 
=> E.D.L. = 6. 
 
Comme précédemment, le spectre de masse IE présente des fragments caractéristiques 
d’un réaction de type rétro-Diels-Alder sur le cycle C du squelette. Les fragments obtenus 
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sont identiques à ceux détectés pour Gal-9. Nous en déduisons donc, avec l’appui de l’E.D.L., 
que la molécule Gal-8 comporte également une double liaison localisée en C-12/C-13, ainsi 
que deux groupements hydroxyles, le premier sur le cycle A/B et le second sur le cycle D/E 
d’un triterpène pentacyclique. 
 
Compte-tenu de ces observations, nous pouvons en déduire que Gal-8 est un oléanène 
diol ou un ursène diol. 
 
 
Le spectre IR de Gal-8 (figure 55) corrobore les hypothèses tirées des données 
massiques. En effet, nous retrouvons sur ce spectre les absorptions caractérisant la présence : 
- d’un alcool (à 3412 cm-1 et 1030 cm-1), 
- d’une liaison C=C (à 1654 cm-1), 
- de groupes CH, CH2 et CH3 (à 1465 et 1384 cm
-1 ; à 998 cm-1 ; à 2927 et 
2871 cm-1). 
 
 
 
Figure 55 : spectre IR du composé Gal-8. 
O-H 
C-O 
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Les huit singulets dans la zone des hauts champs du spectre de RMN 1H (H à 0,81, 
0,94, 0,95, 0,96, 0,99, 1,01, 1,02 et 1,18 ppm), d’intégration trois protons, indiquent la 
présence de huit groupements méthyles, en toute logique, portés par des carbones quaternaires     
(figure 56). Ceci nous oriente vers un triterpène pentacyclique de type oléanène. 
La lecture du spectre HSQC nous permet, de plus, d’affirmer que la structure 
comporte sept carbones quaternaires, neuf méthylènes, huit méthyles et six méthines. 
 
Outre les méthyles, nous détectons les signaux suivants préalablement identifiés sur la 
molécule Gal-9 : 
- le signal fortement blindé (H 0,76 ppm) d’intégration un proton, assignable au proton 
axial H-5, du fait de sa multiplicité (doublet dédoublé ; J = 11,6 et 1,8 Hz), 
- un signal résonant à H 5,23 ppm sous l’aspect d’un triplet (J = 3,5 Hz) attribuable au 
proton d’un groupement méthine impliqué dans une double liaison (et attendu en 
position H-12), 
- deux signaux à H 3,24 et 3,56 ppm caractérisant chacun un proton pour lequel le 
carbone porteur possède aussi une fonction alcool secondaire.  
 
Figure 56 : spectre de RMN 1H (CDCl3) du composé Gal-8. 
H-5 
8 CH3 
H-12 2 CHOH 
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 Trente carbones sont détectés sur le spectre RMN 13C (figures 57 et 63). 
 Nous remarquons la présence des huit signaux blindés assignables à huit groupements 
méthyles. Nous détectons également les deux signaux les plus déblindés (C 122,7 et        
143,9 ppm) qui caractérisent les deux carbones oléfiniques sp2 tertiaire C-12 et quaternaire  
C-13. 
 Le déplacement chimique à C 55,3 ppm est, en outre, caractéristique du carbone C-5. 
 
 
Figure 57 : spectre de RMN 13C (mode J-modulé, CDCl3) du composé Gal-8. 
 
 
L’observation conjointe des spectres RMN 13C et RMN 1H nous confirme la présence 
de deux fonctions alcools sur Gal-8, avec la détection de déplacements caractéristiques à C  
79,2 et 76,5 ppm et respectivement à H 3,25 ppm (dd ; J = 11,3 et 4,3 Hz) et 3,57 ppm      
(dd ; J = 11,3 et 5,3 Hz). 
 
 
Comme nous l’avons déjà expliqué pour Gal-9, un des deux groupements OH est 
supposé assigné à la position 3. Le second est positionné sur le noyau D/E, sans que son 
emplacement ne puisse être exactement défini pour l’instant. 
L’ensemble des déplacements chimiques détectés sur les spectres a été comparé avec 
les données de RMN de Gal-9 (tableaux 8 et 10). Ces observations suggèrent que Gal-8 
présente de très fortes similitudes avec Gal-9, les différences notables étant révélées par : 
8 CH3 
C-13 
C-12 
2 CHOH 
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- la multiplicité des signaux des groupements méthyles, uniquement représentés par des 
singulets et suggérant une molécule de type oléanane, 
- un déplacement chimique C-12 122,7 ppm, plus blindé de 2,6 ppm, 
- un déplacement chimique C-13 143,9 ppm, plus déblindé de 5,0 ppm, 
- un déplacement chimique C-18 47,5 ppm, nettement plus blindé de 11,3 ppm, 
- un déplacement chimique CHOH 76,5 ppm, légèrement plus blindé de 2,8 ppm, 
- des variations de déplacements pour les carbones C-19, C-20, C-21, C-29 et C-30. 
 
 
Gal-8 se présente donc comme une molécule en C30, pentacyclique et portant une 
double-liaison en C-12/C-13, di hydroxylée et de type oléanane, comme présenté sur la figure 
58. L’hypothèse d’un triterpène de la série oléanène se voit notamment confirmée par les 
variations caractéristiques de déplacements chimiques des carbones C-12 et de C-13. Les 
différences avec son équivalent ursène s’expliquent du fait de l’absence d’un groupement 
méthyle en C-19. 
 
De la même manière, la translation de C-18 à des champs plus élevés est le résultat 
d’un effet de blindage du C-20 diméthylé (Mahato et Kundu, 1994). 
 
Nous avons illustré en gras sur la figure ci-dessous les éléments déjà identifiés. 
 
 
 
L’analyse combinée des spectres de RMN bidimentionnels homonucléaires (COSY) et 
hétéronucléaires (HSQC, HMBC) a permis d’attribuer, en référence à la précédente 
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identification moléculaire, l’ensemble des signaux aux protons, carbones et fonctions 
hydroxyles (OH-3 et OH-22) de Gal-8. 
Les déplacements chimiques (en ppm) et les constantes de couplage (en Hz) sont 
résumés dans le tableau récapitulatif 10 présenté ci-dessous. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 10 : données spectrales de RMN 1H et 13C et corrélations HMBC de Gal-8. 
 
Position C H (J en Hz) Corrélations HMBC  
1  
    
38,8 0,99 m 
1,63 m 
H-25 
2  
    
27,4 1,62 m 
1,57 m 
- 
3 79,2 3,25 dd (11,3 ; 4,3) H-23, H-24 
4 39,0 - H-23, H-24 
5 55,3 0,76 dd (11,6 ; 1,8) H-23, H-24, H-25 
6  
    
18,5 1,56 m 
1,42 m 
- 
7  
    
32,7 1,52 m 
1,35 m 
H-26 
8 40,1 - H-26, H-27 
9 47,8 1,57 m H-25, H-26 
10 37,2 - H-25 
11  
      
23,7 1,88 m  
1,91 
- 
12 122,7 5,33 t (3,5) - 
13 143,9 - H-27 
14 42,4 - H-26, H-27 
15  
      
25,8 1,7 m 
1,05 
H-27 
16  
      
19,2 1,72 
1,30 m 
H-28 
17 38,4 - H-28 
18 47,5 2,01 dd (13,0 ; 4,6) H-28 
19  
      
46,2 1,05 
1,74 m 
H-30 
20 31,8 - H-29, H-30 
21  
      
43,0 1,34 m 
1,4 m 
H-29, H-30 
22 76,5 3,57 dd (11,3 ; 5,3) H-28 
23 28,3 1,02 s H-24 
24 15,8 0,82 s H-23 
25 15,7 0,96 s - 
26 16,9 0,99 s - 
27 26,4 1,18 s -  
28 24,8 1,01 s - 
29 33,6 0,94 s H-30 
30 25,1 0,95 s H-29 
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La détermination de la configuration des substituants de Gal-8 est déduite de la même 
manière que pour Gal-9, en appuyant notre analyse sur les informations complémentaires 
apportées par les déplacements chimiques, les valeurs des constantes de couplage et les 
corrélations nOe observées. 
 
 
Nous avons commencé par déterminer la configuration de la décaline A/B de Gal-8. 
Comme pour la molécule Gal-9, nous détectons sur le spectre de RMN 1H (figures 56 
et 62) le déplacement caractéristique du proton H-5 axial (avec JH-5ax,H-6ax = 11,6 Hz) sur la 
trans-décaline A/B. 
 
Considérant sur le spectre RMN 13C (figures 57 et 63), le déplacement chimique C-3 à 
79,2 ppm et la constante de couplage JH-3,H-2 = 11,3 Hz, nous avons déterminé que le 
substituant OH-3 était en position équatoriale, -orienté sur le cycle A de forme chaise et dans 
la configuration relative représentée par la figure 59. 
Nous observons, de plus, sur le spectre de RMN NOESY (figure 66), une corrélation 
entre le proton H-5 axial, le proton H-3 et les protons du groupement méthyle Me-23 
équatorial (figure 59). Le proton H-5 axial couple, par ailleurs, avec le proton H-9 (considéré 
alors en position axiale), lequel présente deux autres couplages avec les protons des 
groupements méthyles Me-23 équatorial (H = 1,02 ppm) et Me-27 (figure 59). 
Ces informations nous permettent d’orienter en  les protons H-3, H-9, H-23 et H-27 
et de déduire, comme pour la molécule Gal-9, que la jonction entre les cycles A et B est de 
type trans. 
Les couplages nOe, confirmant l’orientation en  des groupements méthyles Me-24 et 
Me-25 axiaux, sont également détectables (figure 66) et sont illustrées sur la figure 59 ci-
dessous. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 59 : principaux nOe observables entre les substituants des cycles A, B et C de Gal-8. 
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Nous avons ensuite établi la configuration des substituants de la décaline D/E sur la 
base des observations suivantes. 
 
Le spectre NOESY (figure 66) révèle quatre taches de corrélation entre H-22 et H-18, 
H-21, H-30 et H-28. H-18, H-28 et H-30 sont, selon toute logique, plutôt positionnés du 
même côté du plan moyen du cycle E que H-22. Nous observons également un couplage entre 
les protons H-18 et H-28, H-18 et H-30 et un couplage entre H-30 et H-21. Sur les deux cas 
de figure représentés ci-après (figure 60), il apparaît clairement que seule la configuration de 
type cis-décaline (H-18 -orienté) nous permet de placer correctement les couplages nOe que 
nous venons d’énoncer. Cela permet, en outre, de conforter l’orientation conventionnelle des 
groupements méthyles Me-29 et Me-30 respectivement en équatorial et en axial. 
 
Sur le spectre de RMN 1H, le proton H-18 se présente, de plus, sous la forme d’un 
doublet dédoublé avec notamment JH-18, H-19 = 13,0, soit un angle approchant les 180 °C 
d’après la courbe de Karplus-Conroy entre les protons H-18 et H-19. Cela confirme le 
positionnement trans-diaxial dans le plan moyen du cycle E entre ces deux protons et leur 
orientation respective en  et en . 
 
L’orientation du proton H-18 en  est appuyée, par ailleurs, par la théorie de Mahato et 
de Kundu (1994). Nous avons comparé les déplacements chimiques de sept carbones de   
Gal-8 à ceux d’oléanènes des séries 18- et 18-. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 11 : comparaison des déplacements de carbones (dans CDCl3) 
caractéristiques d’oléanènes des séries 18- et 18- avec ceux de Gal-8. 
N° C Oléanènes 
série 18- Gal-8 
Oléanènes 
série 18- 
C-12  124,0 ppm 122,7 ppm  122,0 ppm 
C-13  165,0 ppm 143,9 ppm  143,8 ppm 
C-14  44,8 ppm 42,3 ppm  42,3 ppm 
C-16  37,6 ppm 19,2 ppm  20,0 ppm 
C-18  42,0 ppm 47,5 ppm  47,5 ppm 
C-27  20,6 ppm 26,4 ppm  26,6 ppm 
C-28  16,8 ppm 24,8 ppm  24,6 ppm 
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En observant les données présentées dans le tableau 11, nous constatons 
qu’effectivement le changement de configuration de H-18 se répercute sur le déplacement 
chimique du carbone porteur et des carbones environnants. Les déplacements relevés pour le 
composé Gal-8 sont identiques à ceux relevés dans la littérature pour des oléanènes de la série 
18-. 
 
Enfin, considérant le déplacement chimique C-22 à 76,5 ppm et la constante de 
couplage JH-22,H21 = 11,3 Hz (couplage trans-diaxial), il apparait que H-22 occupe 
obligatoirement une position axiale et donc, le substituant OH-22 est placé en position 
équatoriale, -orienté sur le cycle E (figure 60). 
 
          Jonction cis entre les cycles D et E   Jonction trans entre les cycles D et E 
           H-18 -orienté         H-18 -orienté 
 
Figure 60 : jonctions cis (conformères en équilibre) et trans  
entre les cycles D et E de Gal-8 et principaux nOe observés. 
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Ces observations confirment nos hypothèses. Les caractéristiques générales ainsi que 
l’ensemble des données spectrales ont été comparées à celles de la littérature (Kitagawa et al., 
1982 ; Kinjo et al., 1985 ; Ndom Kouam et al., 2001) et permettent de conclure que la 
molécule Gal-8 est une molécule connue, l’-sophoradiol. 
 
 
L’-sophoradiol est autrement dénommé 3S,5R,8R,9R,10R,14S,17R,18S,22S-
23,24,25,26,27,28,29,30–octaméthyl-oléan-12-èn-3,22-diol. 
 
 
Figure 61 : -sophoradiol (Gal-8). 
 
 
 Les spectres de RMN 1-D (13C et 1H RMN) et RMN 2-D hétéronucléaire HMBC et 
homonucléaires COSY et NOESY ayant servi de support à l’analyse sont présentés à la suite. 
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Figure 62 : spectre de RMN 1H (CDCl3) du composé Gal-8. 
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Figure 63 : spectre de RMN 13C (CDCl3) du composé Gal-8. 
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Figure 64 : principales corrélations observées 
sur le spectre de RMN 2-D HMBC du composé Gal-8. 
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Figure 65 : quelques couplages observables sur le spectre  
de RMN 2-D COSY du composé Gal-8. 
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Figure 66 : corrélations observées sur le spectre  
RMN 2-D NOESY du composé Gal-8. 
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IV-4-3-3- Identification de Gal-6 
 
 
• Caractéristiques générales 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 12 : caractéristiques générales du composé Gal-6. 
 
 
•  Données spectroscopiques de Gal-6 
 
L’analyse de masse en mode impact électronique (IE) du composé Gal-6 met en 
évidence un ion moléculaire à m/z 458 identifiable à l’ion moléculaire M+ (figure 67). Hormis 
ce signal, nous remarquons la présence de deux ions à m/z 234 et m/z 224 correspondant aux 
fragments moléculaires [C16H26O]
+ (soit A/B+)et [C14H24O2]
+ (soit D/E+) ; ces deux ions ne 
peuvent être obtenus simultanément et sont en réalité le résultat des deux fragmentations 
possibles, dont une majoritaire, à l’issue d’une réaction de type rétro-Diels-Alder sur le cycle 
C de Gal-6 (figures 67 et 68). La perte de 18 unités massiques (m/z 216 et m/z 206) sur 
chacun de ces fragments est, de plus, assimilée à la perte d’une molécule d’eau, ce qui nous 
permet d’attribuer les signaux à m/z 216 et m/z 206 respectivement aux fragments [C16H26O+ 
– H2O] et [C14H24O2
+ – H2O]. 
 Gal-6 
Quantité obtenue 3,6 mg 
Aspect Poudre amorphe jaune clair 
Système de développement en CCM de silice CHCl3/MeOH : 95/5 V/V) 
Rf 0,52 
Réponse au réactif à la vanilline sulfurique bande bleu 
Réponse au réactif de Liebermann-Burchard - positive sous U.V. à 365 nm 
- rosée en lumière blanche 
Réponse au réactif du thymol négative 
Point de fusion 248,6-249,3°C 
Pouvoir rotatoire 
[] 20D  = + 48,8° 
(CHCl3, c 0,5) 
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La formule brute suggérée pour la molécule Gal-6 est C30H50O3 ; l’ E.D.L calculée à 
partir de cette formule brute vaut 6, ce qui nous laisse envisager que Gal-6 est, comme les 
deux précédentes molécules, un triterpène pentacyclique trihydroxylé, avec une double liaison 
positionnée en C-12/C-13. 
 
Figure 67 : spectre de masse (mode IE dans MeOH) de Gal-6. 
 
La réaction de type rétro-Diels-Alder s’effectue comme suit : 
 
Figure 68 : représentation de la réaction rétro Diels-Alder sur Gal-6 et des deux 
principaux fragments sous forme d’ions qui peuvent en résulter. 
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Cette analyse nous indique seulement la présence de deux groupements hydroxyles sur 
la décaline A/B et d’un troisième sur la décaline D/E. En revanche, la position de 
l’insaturation est clairement établie en C-12. 
 
 
L’observation du spectre de masse HR-ES+, présenté ci-dessous, corrobore notre 
analyse avec la détection de quatre ions à m/z 423,362, m/z 441,373, m/z 459,383 et m/z 
481,365 respectivement attribuables à [M + H – 2H20]
+, [M + H – H20]
+, [M + H]+ et           
[M + Na]+. 
 
Figure 69 : spectre de masse (mode HR-ES+, dans MeOH) de Gal-6. 
 
 
 Le spectre de RMN 1H (figure 72) présente six singulets d’intégration trois protons 
bien individualisés aux déplacements de 0,89, 0,92, 0,93, 0,97, 1,06 et 1,13 ppm, chaucun 
d’intégration trois protons. 
Un septième singulet d’intégration cinq protons, élargi à la base, est détecté à H 1,27 
ppm : cette intégration s’explique du fait de la superposition du signal attribué aux protons 
d’un méthyle et du signal des protons d’un méthylène. 
Trente signaux apparaissent sur le spectre de RMN 13C (figure 71). Suite à l’analyse 
du spectre de RMN HSQC (figure 70), les déplacements chimiques des carbones des sept 
groupements méthyles correspondants sont respectivement identifiés à C 16,1, 16,8, 20,0, 
441,373 => [M + H+ – H20] (- 8,6 ppm) 
459,383 => [M + H+] (+ 3,5 ppm) 
[M + Na+] (+ 2,7 ppm) <= 481,365 
423,362 => [M + H+ – 2H20] (+ 1,6 ppm) 
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22,4, 25,4, 28,1 et 32,8 ppm, ce qui permet de déduire les déplacements assignés à C 44,7, 
46,1, 47,7, 55,8, 76,6, 80,9 et 122,3 ppm à sept groupements méthines. 
Nous distinguons par ailleurs la présence de sept carbones quaternaires et de neuf 
carbones secondaires. 
 
Figure 70 : spectre de RMN HSQC de Gal-6. 
 
L’analyse combinée des déplacements chimiques sur les spectres de RMN 1-D, la 
correspondance proton/carbone fournie par les spectres HSQC et HMBC et la comparaison de 
ces données avec celles des deux molécules préalablement identifiées nous a permis de 
déduire la majeure partie des emplacements des atomes composant le squelette de Gal-6. 
 
 
Comme pour la molécule Gal-8, nous détectons sur les spectres de RMN 1H (figure 
72) et 13C (figure 71) la présence de signaux attribuables à une molécule de type oléanène, 
avec la présence d’une fonction alcool supplémentaire (C 64,5 ppm ; H 4,23 et 3,37 ppm). 
7 CH 
6 Cq 
7 CH3 
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9 CH2 
- Travaux personnels - 
- Etude phytochimique de Galega officinalis L. - 
  161
Les corrélations détectées sur les spectres de RMN HMBC et COSY nous ont, en 
outre, permis de positionner le groupement hydroxyle sur le cycle A de la molécule, en 23 ou 
en 24. 
Sur le spectre du proton de Gal-6, le déplacement chimique déblindé H 1,27 ppm est 
attribuable au méthyle conventionnellement orienté en position équatoriale sur le cycle A, à 
savoir Me-23, ce qui permet de positionner l’alcool secondaire en 24. L’hypothèse est vérifiée 
par les effets nuclaires overhauser (figure 78) décrits un peu plus loin à la page 165 entre le 
groupement méthyle Me-23 et les protons H-5 (axial, -orienté) et H-3, le proton H-3. 
Gal-6 est donc un oléan-12-èn-3, 22, 24-trihydroxylé. 
 
Nous avons récapitulé les données spectrales de RMN 1H et 13C ainsi que les 
corrélations HMBC de Gal-6 dans le tableau 13. Les spectres de RMN monodimensionnels 
de Gal-6 sont représentés ci-après. 
 
 
Figure 71 : spectre de RMN 13C de la molécule Gal-6. 
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Figure 72 : spectre de RMN 1H de la molécule Gal-6. 
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Nous avons représenté ci-dessous la structure de Gal-6 établie d’après l’analyse des 
données massiques et spectrales ainsi que les principales corrélations détectées sur le spectre 
de RMN COSY (figure 73). 
 
 
 
 
Figure 73 : principales corrélations COSY du composé Gal-6. 
 
 
La différence structurale majeure entre Gal-6 et la molécule Gal-8 repose donc sur 
l’existence d’une fonction alcool supplémentaire CH2OH (C 64,5 ppm ; H.4,23 d (11,0) et 
3,37 d (11,0)) en position 24 sur le cycle A. 
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Tableau 13 : données spectrales de RMN (RMN 1H et RMN 13C en ppm) 
et principales corrélations en HMBC du composé Gal-6. 
Position C H (J en Hz) Corrélations HMBC  
1  
    
38,4 1,01 
1,68 m 
H-25 
2  
    
29,7 1,28 m 
1,28 m 
- 
3 80,9 3,48 m H-23 
4 42,8 - H-23 
5 55,8 0,85 m H-23, H-25 
6  
    
18,4 1,65 m 
1,34 m 
- 
7  
    
32,7 1,52 m 
1,4 m 
H-26 
8 39,6 - H-9, H-26, H-27 
9 47,7 1,57 H-12, H-25, H-26 
10 36,6 - H-9, H-25 
11  
      
23,7 1,90 
1,87 m 
H-9, H-12 
12 122,3 5,27 t (3,5) H-11 
13 143,9 - H-11, H-12, H-15, H-27 
14 42,0 - H-12, H-26, H-27 
15  
      
25,8 1,78 
1,04 
H-27 
16  
      
27,6 1,72 
1,84 
- 
17 37,4 - H-12, H-22, H-28 
18 44,7 2,1 dd (14,2 ; 2,5) H-12, H-15, H-19, H-22, H-28 
19  
      
46,1 1,06 
1,77 
- 
20 30,5 - H-21, H-22, H-29, H-30 
21  
      
41,4 1,46 d (5,0) 
1,46 d (5,0) 
H-22, H-29, H-30 
22 76,6 3,46 m H-21, H-28 
23 22,4 1,27 s H-24 
24 a 
     b 
64,5 3,37 d (11,0) 
4,23 d (11,0), 
H-23, H-25 
25 16,1 0,92 s H-26 
26 16,8 0,97 s H-5, H-25 
27 25,4 1,13 s H-12, H-15  
28 20,0 0,89 s H-22 
29 32,8 0,93 s H-19, H-21, H-30 
30 28,2 1,06 s H-21, H-29 
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La configuration relative de la molécule Gal-6 a été établie en suivant le même 
raisonnement que pour les deux précédentes démonstrations. 
 
 
Comme pour les molécules Gal-9 et Gal-8, le proton H-5 est axial et H-5 et H-6    
(dd, J = 12,7 et 3,6 Hz) sont en position trans-diaxiale, ce qui confirme le postulat d’une 
trans-décaline A/B (figure 74), les cycles A et B étant en position chaise avec respectivement 
leurs pieds en 3 et en 5). 
 
Le déplacement chimique déblindé de C-3 (C-3 80,9 ppm) est caractéristique d’un OH 
en position équatoriale. De plus, H-3 présente des corrélations sur le spectre de RMN 
NOESY (figure 78) avec le proton H-5 axial, lequel forme une tache de corrélation avec le 
proton H-9 axial et avec les protons du méthyle Me-23 équatorial et en position . Le proton 
H-9 présente un second couplage avec les protons du méthyle Me-27. Nous observons 
également que les protons du méthyle Me-23 équatorial couplent avec le proton H-5 axial, 
tandis que les deux protons H-24 (de CH2OH) couplent avec les protons du méthyle Me-25 
axial (figure 74). 
Nous avons ainsi établi que le proton H-3 est axial, -orienté sur le cycle A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 74 : principaux nOe détectés entre les substituants de la décaline A/B de Gal-6. 
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 Comme pour les molécules Gal-9 et Gal-8, la configuration de la décaline D/E de  
Gal-6 est conditionnée par la configuration du proton H-18. 
 H-18 apparaît sur le spectre RMN 1H comme un doublet dédoublé avec JH-18,H-19 = 
14,2 Hz et JH-18,H-19 = 2,5 Hz, ce qui indique un couplage trans-diaxial entre les protons H-18 
et H-19 tel que nous l’avons représenté sur la figure 75 pour une une cis-décaline D/E. 
 
Nous détectons, par ailleurs, sur le spectre NOESY (figure 79) des effets nucléaires 
overhauser entre : 
- H-18 et H-19 équatorial, 
- H-18 et H-21 équatorial 
- H-18 et H-28, 
- H-18 et H-12, 
- H-18 et H-30 (axial sur E) 
- H-28 et H-18 (axial sur E). 
 
Jonction cis entre les cycles D et E    Jonction trans entre les cycles D et E 
H-18 -orienté      H-18 -orienté 
 
Figure 75 : jonctions cis et trans entre les cycles D et E de Gal-6 
et principaux nOe détectés entre les substituants. 
Les illustrations ci-dessous ont été dessinées à 
partir de l’observation du modèle de 
Dreiding ; il semble que l’hypothèse selon 
laquelle H-18 est -orienté (jonction cis entre 
les cycles D et E) est la plus probable par 
rapport aux corrélations citées. 
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Enfin, sur le spectre NOESY, nous observons une tache de corrélation entre H-22 et 
H-28 et entre H-22 et les protons H-21 et H-21. Le proton H-22 établit, de plus, dans l’axe 
C-21/C-22 (sur le spectre RMN 1H) un angle dièdre identique de 5,0 Hz avec les protons H-
21 équatorial et H-21 axial (figure 76). 
 Ces arguments nous permettent de positionner le proton H-22 en position 
équatoriale, soit le groupement OH-22 en position axiale. 
 
Figure 76 : jonction cis entre les cycles D et E de Gal-6 et 
représentation de Newman des substitutions de C-21 et C-22. 
 
 
L’ensemble des informations analysées a été comparé aux données recueillies dans la 
littérature (Kitagawa et al., 1982, Kinjo et al., 1985, Fukunaga et al., 1987). 
Nous avons, de plus, pu analyser comparativement les spectres de RMN 1-D et 2-D de 
Gal-6 et ceux du soyasapogénol B, obtenus auprès du Pr. Catherine Lavaud, Pharmacognosie, 
Université de Reims. 
 
La molécule Gal-6 apparaît comme un oléanène connu, le soyasapogénol B. 
Fukunaga et son équipe (1987) avaient, en outre, décrit son dérivé glycosylé dans le Galéga 
officinal. 
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Le soyasapogénol B est également dénommé selon la nomenclature IUPAC en 
vigueur :  
3S,4S,5R,8R,9R,10R,14S,17R,18S,22R-23,25,26,27,28,29,30–heptaméthyl-oléan-
12-èn-3,22,24-triol. 
 
Figure 77 : soyasapogénol B (Gal-6). 
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Figure 78 : spectre de RMN 2-D COSY de la molécule Gal-6. 
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Figure 79 : spectre de RMN NOESY de la molécule Gal-6. 
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IV-4-4-Identification de Gal-5 et Gal-7 
 
 
• Caractéristiques générales des deux molécules 
 
 
 Gal-5 Gal-7 
Quantité obtenue 7,9 mg 26,9 mg 
Aspect Fines aiguilles 
blanches 
Poudre amorphe blanche 
Système de développement en CCM de silice CHCl3/MeOH : 95/5 V/V 
Rf 0,82 0,14 
Réponse au réactif à la vanilline sulfurique violet intense 
Réponse au réactif de Liebermann-Burchard - positive sous U.V. à 365 nm 
- rose orangé en lumière blanche 
Réponse au réactif du thymol négative positive 
Point de fusion 128,5-129,2 °C 275 °C 
Pouvoir rotatoire []
20
D  = - 26° 
(CHCl3, c 0,79) 
[] 20D  = - 39° 
(pyr, c = 1) 
 
Tableau 14 : caractéristiques générales des composés Gal-5 et Gal-7. 
 
 
IV-4-4-1- Identification de Gal-5 
 
 Le spectre de masse par ionisation chimique (mode DCI/NH3) du composé Gal-5 
présente des ions pseudo-moléculaires à m/z = 432, 414 et 396 que nous attribuons 
respectivement à [M + NH4]
+, [M + NH4 - H2O]
+ et [M - H2O]
+ (figure 80). 
Ceci nous permet d’envisager une masse atomique de 414 (u.m.a). La perte d’une 
molécule d’eau nous laisse suggérer que la molécule Gal-5 comporte un groupement OH. 
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Figure 80 : spectre de masse (en mode DCI/NH3, dans MeOH) du composé Gal-5. 
 
 
Les données tirées d’une seconde expérimentation, réalisée cette fois en mode IE, 
confortent ces hypothèses avec d’une part la détection du pic moléculaire M+ à m/z 414 u.m.a 
et d’autre part la présence du fragment à m/z = 396 témoignant d’une déshydratation de l’ion 
moléculaire. 
 
 
 
Figure 81 : spectre de masse (en mode IE, dans MeOH) du composé Gal-5. 
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Le spectre IR de Gal-5 (figure 82) présente des bandes d’absorption similaires à celles 
relevées pour les trois molécules précédentes, caractéristiques des mêmes groupements 
chimiques que ceux que nous avons plus particulièrement décrit pour la molécule Gal-9. 
 
 
Figure 82a : spectre IR de la molécule Gal-5. 
 
 
En observant le spectre RMN 1H (figure 83), nous observons un signal déblindé à 3,54 
ppm, caractéristique d’un groupement méthine hydroxylé, ainsi qu’un doublet (J = 5,17 Hz) à 
5,37 ppm suggérant la présence d’un groupement méthine impliqué dans une double liaison. 
Nous repérons également des signaux résonnant à champs très élevés attribuables à six 
groupements méthyles : nous distinguons plus exactement deux méthyles sous la forme de 
singulets à 0,70 et 1,03 ppm, deux doublets à 0,83 et 0,85 ppm (J = 7,1 Hz chacun) 
attribuables à un groupe isopropyle, un méthyle secondaire sous forme d’un doublet à 0,94 
ppm (J = 7,23 Hz) et enfin un groupement méthyle primaire apparaissant sous la forme d’un 
multiplet à 0,88 ppm. 
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Figure 82b : signaux caractéristiques sur le spectre RMN 1H de Gal-5. 
 
 
Le spectre RMN 13C (Figure 83), enregistré dans CDCl3 en mode J-modulé, nous 
dévoile la présence le vingt-neuf signaux caractéristiques. Nous remarquons également deux 
signaux délocalisés à champs très faible, à 121,9 et 140,9 ppm, caractérisant un groupement 
méthine et un carbone quaternaire vicinaux liés par une double liaison. 
Le signal résonnant à 72 ppm est assignable à un carbone substitué par un groupement 
hydroxyle, tandis que les vingt-six autres signaux compris entre 57 et 12 ppm témoignent 
d’autant de carbones de tout type. 
 
Sur le spectre HSQC de la molécule Gal-5, trois carbones quaternaires, onze carbones 
secondaires, neuf carbones primaires et six carbones tertiaires ont été analysés. Ce qui a 
permis d'estimer la formule brute C29H50O avec E.D.L. = 5. 
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R-OH 
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>C=CH 
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Figure 83 : spectre de RMN 13C (mode J-modulé) de Gal-5 (CDCl3). 
 
 
Les premières observations, tirées des spectres IR et RMN, ainsi que les données 
massiques ont été comparées avec les données de la littérature. Nous en avons déduit que la 
molécule Gal-5 est de type stérolique, avec une insaturation en C-5/C-6. 
 
Un examen approfondi des déplacements chimiques des protons et carbones sur les 
spectres de RMN de Gal-5, en conformité avec les données spectrales publiées (Faizi et al., 
2001), ainsi que l’analyse des spectres de RMN 2-D nous confortent dans l’idée que Gal-5 est 
un stérol très répandu chez les végétaux, le stigma-5-èn-3-ol, autrement appelé -sitostérol 
ou 3R,8R,9S,10R,13R,14S,17R,20R,24)-stigma-5-èn-3-ol. 
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Fukunaga et al. (1987) avait préalablement décrit et identifié un mélange de phytostérols 
extraits du Galéga, dont la molécule dont il est question ici. 
 
Les données 1H RMN et 13C RMN sont récapitulées dans le tableau 15. 
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Figure 84 : β-Sitostérol (Gal-5)
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Tableau 15 : données 1H RMN et 13C RMN de la molécule Gal-5. 
Position C H (J en Hz) 
1 37,4 1,14 
2 29,9 1,38, 1,3 
3 72,0 3,55 m 
4 42,5 2,3 m 
5 140,9 - 
6 121,9 5,37 d (5,2) 
7 32,1 1,89, 1,57 
8 32,1 1,43 
9 50,3 0,98 
10 36,4 - 
11 21,3 1,53, 1,05 
12 40,0 2,06, 1,23 
13 42,6 - 
14 57,0 1,06 
15 24,6 1,63, 1,6 
16 28,5 1,9, 1,31 
17 56,2 1,17 dd (8,6, 8,6) 
18 12,0 0,70 s 
19 19,6 1,03 
20 36,3 1,41 
21 19,0 0,94 d (7,2) 
22 34,1 1,38, 1,08 
23 26,3 1,24, 1,2 
24 46,1 0,97 t (6,2) 
25 29,4 1,72 
26 19,2 0,83 d (7,1) 
27 20,0 0.85 d (7,1) 
28 23,2 1,36, 1,31 
29 12,2 0,88 m 
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IV-4-4-2-Identification de Gal-7 
 
Le spectre de masse ES+ du composé Gal-7 (figure 85) présente un ion pseudo-
moléculaire à m/z = 599 et un autre ion à m/z 615 que nous pouvons respectivement attribuer 
à [M + Na]+ et [M + K] +. Ceci nous permet d’envisager pour la molécule Gal-7 une masse 
atomique de 576 u.m.a et une formule brute de C35H60O16. 
 
Figure 85 : spectre de masse (mode ES+, MeOH) de la molécule Gal-7. 
 
Une analyse complémentaire en mode IE (figure 86) permet, en outre, de détecter 
quatre signaux à m/z 414, 396, 382 et 255 u.m.a, respectivement identifiés comme les 
fragments [C29H50O]
+ (1), [C29H48]
+ (2), [C28H46]
+ (3), et [C19H25]
+ (4), issus de la 
segmentation de Gal-7. 
 
 
Figure 86 : spectre de masse (mode EI, MeOH) de la molécule Gal-7. 
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L’observation conjointe des spectres de RMN 1H et RMN 13C rend compte d’un très 
grand nombre de similarités entre les signaux de Gal-5 et ceux de Gal-7 : l’ensemble des 
déplacements chimiques de Gal-5 se retrouvent sur les spectres de Gal-7 avec, la présence de 
six signaux supplémentaires à C.101,3, 77,2 (2 signaux), 74,0, 70,6 et 61,6 ppm, 
caractéristiques du glucose. 
 
Les données spectrales de Gal-7 (IR, RMN et masse) sont en tout point identiques à 
celles relevées dans la littérature (Faizi et al., 2001) ce qui nous permet d’identifier Gal-7 
comme étant le -sitostérol 3-O--glucopyranoside encore appelé stigam-5-èn-3-O--
glucoside. 
 
 
 
 
 Ce stérol glycosilé est une molécule déjà extraite de nombreux végétaux. Elle a, en 
outre, déjà été décrite à partir du Galéga officinal par Fukunaga et al.(1987). 
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Figure 87 : stigma-5-èn-3-O-β-glucoside (Gal-7)
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Tableau 16 : données 1H RMN et 13C RMN de la molécule Gal-7. 
 
 
 
Position C H (J en Hz) 
1’ 
2’ 
3’ 
4’ 
5’ 
101,3 
74,0 
77,2 
70,6 
77,2 
4,22 d (7,5) 
2,9 t (8,5) 
3,13 t (8,5) 
3,03 (8,0) 
3,07 dd (6,0 ; 1,5) 
6’ 61,6 3,65 d (11,5), 3,42 m 
1 37,3 1,8 m, 1,0 m 
2 29,7 1,81 m, 1,48 m 
3 77,4 3,47 brt (4,5) 
4 38,8 2,37 dd (13,2 ; 3,0), 2,13 t (11,8) 
5 140,9 - 
6 121,7 5,33 m 
7 31,8 1,93 m, 1,53 m 
8 31,9 1,40 dd (10,0 ; 5,0) 
9 50,1 0,90 m 
10 36,7 - 
11 21,1 1,45 m 
12 39,5 1,95 m, 1,14 m 
13 42,3 - 
14 56,7 0,99 m 
15 24,3 1,54 m, 1,06 m 
16 28,3 1,8 m 
17 55,9 1,1 m 
18 12,1 0,65 brs 
19 19,6 0,96 s 
20 35,9 1,35 m 
21 19,1 0,87 m 
22 33,8 1,33 m, 1,03 m 
23 25,9 1,13 m 
24 45,6 0,92 m 
25 29,2 1,63 
26 19,4 0,94 m 
27 20,2 0.83 m 
28 23,1 1,24 m 
29 12,2 0,83 m 
- Travaux personnels - 
- Etude phytochimique de Galega officinalis L. - 
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IV-5- Conclusion 
 
 
Au terme de l’étude phytochimique, sept molécules ont été identifiées par l’analyse de 
leurs données spectrales de masse et de RMN. 
 
Cinq triterpènes ont été isolés de la drogue végétale en faibles quantités. 
Nous avons ainsi identifié un stérol sous sa forme libre et glycosylée. Ces deux 
molécules sont des stérols communs dans le règne végétal ; leur présence avait déjà été 
détectée dans la plante. Trois triterpènes pentacycliques ont également été identifiés et sont 
décrits pour la première fois dans le Galéga. Deux sont de type oléanène, le troisième de type 
ursène est nouveau dans le règne végétal (Peirs et al., en cours). 
 
Les triterpènes stricto sensu diffèrent les uns des autres par la configuration de la 
décaline D/E ainsi que par l’orientation et le nombre de fonctions alcools portées par le 
squelette. Bien que légères, ces variations structurales ont souvent une répercussion 
importante en terme d’activité biologique. 
Les trois triterpènes et le stérol (forme libre) seront évalués pour leur potentialité 
œstrogénique lors d’essais pharmacologiques in vitro présentés dans le chapitre suivant. 
 
 
 
 
  182
V- Evaluation de l’activité œstrogène-mimétique de Galega 
officinalis L. 
 
 
Nous avons souhaité savoir si les vertus galactogènes du Galéga pouvaient être reliées 
à de potentielles propriétés œstrogéniques. C’est pourquoi nous avons entrepris d’évaluer le 
son potentiel œstrogénique. L’évaluation a porté sur des extraits bruts et fractions préparées à 
partir de la plante mais aussi sur des molécules isolées à l’issue de nos travaux 
phytochimiques, les structures triterpéniques et stéroliques présentant un potentiel œstrogène-
mimétique. 
 
 Pour ces évaluations, deux types de tests pharmacologiques ont été réalisés au sein de 
l’Institut de Recherche Pierre-Fabre. 
 Les tests d’activité in vitro ont été pratiqués au sein du « Service de Biologie 
Cellulaire Cutanée » de l’Hôtel-Dieu, Toulouse, sous la direction de Mme Marie Charveron. 
 Les tests d’activité in vivo ont été effectués dans l’unité « Centre Expérimental & 
Pharmacocinétique » de Bel Air de Campans, Castres, sous la direction de M. Yves 
Verscheure. 
 
 
 
V-1- Introduction 
 
 Les œstrogènes interviennent à divers niveaux dans l’organisme et notamment au 
niveau du développement des organes et des fonctions de la reproduction. Les 
phytœstrogènes, molécules naturelles mimétiques des œstrogènes, représentent à ce titre un 
potentiel important dans la prévention de maladies hormono-dépendantes telles que le cancer 
du sein ou de la prostate, les dérèglements hormonaux, les problèmes cardio-vasculaires ou 
encore l’ostéoporose. 
 
 Depuis près d’un siècle, les molécules naturelles font l’objet de nombreuses 
investigations dans le but de mettre à jour de nouveaux phytœstrogènes. Un certain nombre de 
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méthodes in vitro et in vivo ont été mises au point afin d’évaluer l’activité œstrogénique et 
anti-œstrogénique d’extraits végétaux et de molécules naturelles (Ososki et Kennelly, 2003). 
 
In vitro, le potentiel œstrogénique peut être évalué par (Diel et al., 1999 ; Mueller, 
2002) : 
- la mesure de l’affinité de molécules avec des récepteurs œstrogéniques, 
- la mesure de la prolifération de cellules œstrogènodépendantes, 
- la méthode du gène rapporteur qui mesure la capacité d’une molécule à activer la 
transcription cellulaire via un promoteur œstrogène-sensible, 
 
 
In vivo, il est possible de mesurer l’activité œstrogénique (Galey et al., 1993 ; Diel et 
al., 2002) par : 
- l’évaluation du degré de cornification de l’épithélium vaginal, 
- l’évaluation du degré d’hypertrophie de l’utérus (essais utérotrophiques). 
 
Les effets mesurés lors de ces essais ne peuvent pas être directement extrapolés à 
l’homme ; les systèmes métaboliques varient, en effet, suivant les animaux et, ajouté à cela, il 
faut tenir compte d’un certain nombre de variables (dosage, voie et temps d’administration) 
qui ne sont pas toujours applicables à l’être humain (Yang et Bittner, 2002). 
 
 
Notre choix s’est porté sur deux types d’essais pharmacologiques, l’Institut de 
Recherche Pierre-Fabre effectuant de manière routinière ces méthodes pour l’évaluation d’une 
activité œstrogénique à partir d’extraits végétaux : 
- la mesure in vitro de la prolifération d’une lignée tumorale mammaire humaine, la 
lignée MCF-7 (§ V-3). 
- des essais utérotrophiques réalisés in vivo sur des rattes immatures (§ V-2), 
 
Le protocole qui a été suivi a été défini de manière à débuter l’évaluation par les essais 
pharmacologiques in vivo. 
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V-2- Evaluation de l’activité œstrogénique in vivo chez des rattes immatures 
 
V-2-1- Matériel et méthodes 
 
V-2-1-1- Modèle animal 
 
La muqueuse utérine n’a d’existence fonctionnelle que par les hormones sexuelles. En 
l’absence de celles-ci, avant la puberté ou suite à l’ablation des ovaires, l’endomètre ne 
perçoit pas de stimulations. C’est un tissu au repos. Lorsqu’il devient fonctionnel, 
l’endomètre évolue sous l’action permanente des œstrogènes modulée par la présence 
intermittente de progestérone. Il semble que le récepteur à œstrogènes de sous-type ER- soit 
prédominant au niveau de ce tissu et exprimé par l’ensemble des cellules (Li et al., 1994 dans 
Weihua et al., 2003). 
 
Dans le modèle expérimental choisi, les rattes sont encore immatures. Leur organisme 
n’a jamais subi l’influence d’hormones. Leur appareil génital est non-fonctionnel, 
l’endomètre est un tissu quasi-atrophié. Lors de l’apport inopiné de phytœstrogènes, les 
cellules de la muqueuse utérine immature sont sollicitées brutalement et sont d’autant plus 
réceptrices. Le tissu répond par une prolifération cellulaire extrêmement importante 
caractérisée par un épaississement de la muqueuse. On peut ainsi quantifier l’activité 
œstrogénique en comparant les masses utérines après traitement par les substances à tester, 
avec les masses utérines traitées d’une part par un produit dépourvu d’activité et d’autre part 
par un témoin positif. 
 
Les études ont porté sur une souche de rattes couramment employée pour les tests 
pharmacologiques (souche Sprague-Dawley ; § 7.3 dans « Matériel et méthodes ») ; les rattes 
sont âgées de trois semaines et présentent un poids de ± 40 g le jour du traitement. 
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V-2-1-2- Phase de traitement 
 
Les extraits et les fractions de Galéga, un témoin positif (l’éthinylœstradiol ; § 7.3 
dans « Matériel et méthodes ») et un témoin négatif (le carboxyméthylcellulose ou CMC à 
1% ; § 7.3 dans « Matériel et méthodes ») sont administrés par voie orale, sous la forme de 
suspension. 
L’éthinylœstradiol est administré à la dose de 10 µg/kg ; les extraits végétaux sont 
administrés à des doses de 50, 100 ou 150 mg/kg. Le volume de gavage est de 20 ml/kg. 
Le traitement est administré à raison d’une fois par jour, à heure fixe, pendant 3 jours 
consécutifs. 
Chaque groupe est constitué de 8-10 rattes. Chaque groupe est traité avec une 
substance ou une dose définie, tandis que le groupe de contrôle reçoit simultanément 
seulement le témoin négatif. 
 
 
V-2-1-3- Mesure du poids utérin post-traitement 
 
Les rattes sont sacrifiées au matin du 4ème jour, soit 24 h après la dernière 
administration. L’utérus est prélevé, pesé frais et après dessiccation à l’étuve à 100-120°C 
pendant 48 h. 
 
V-2-1-4- Traitement des résultats 
 
Les résultats sont exprimés en mg de masse utérine par ratte (en mg/ratte) entre le 
groupe de rattes non traitées et celui traité avec du Galéga puis ramenés en masse utérine pour 
100 g de rattes (en mg/100g) ; les variations de masses utérine sont également exprimées en 
pourcentage. 
La signification statistique de variation a été évaluée à l’aide du logiciel Sigmastat®, 
en utilisant le test de Dunn’s (Annexe 3), pour un risque de 5 % (p<0.05). 
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V-2-2- Résultats des études pharmacologiques in vivo 
 
Essais préliminaires 
 
Des essais pharmacologiques préliminaires ont été effectués sur des extraits bruts 
préparés à partir de parties aériennes de Galéga (lot GO-PA-pf fourni par la société Martin 
Bauer). Sur les trois types d’extraits testés (extraits chloroformique, méthanolique et 
hydroalcoolique à 30 %), seul l’extrait chloroformique a présenté une activité. 
Cet extrait, dénommé PApf, a donc été retenu comme référence pour le lancement de 
plusieurs séries d’études pharmacologiques in vivo. 
 
 
Evaluation des activités d’extraits de parties souterraines de Galéga 
 
Quatre extraits bruts de Galéga ont été testés pour cette étude pharmacologique : 
- un extrait chloroformique PApf (lot GO-PA-pf), 
- trois extraits préparés à partir des parties sous-terraines d’un lot récolté par nos soins 
(lot GO-PR-0301) : 
- un extrait chloroformique PR1, 
- une extrait méthanolique PR2, 
- un extrait méthanolique à 30 % PR3. 
 
Chaque échantillon a été testé à deux concentrations : 50 et 100 mg/kg. 
 
 
Les résultats correspondant aux masses utérines relevées après sacrifice au matin du 
4ème jour, sont présentés (après conversion en mg pour 100 g d’animal) dans le tableau 17 et 
sur l’histogramme de la figure 88. 
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*p< 0,05 par rapport au CMC 1% (témoin négatif). 
Signification statistique à ± S.E.M. 
 
Tableau 17 : masses utérines avant et après dessiccation 
et variations des masses exprimées en pourcentage. 
 
 
 
Figure 88 : effets des différents extraits de Galéga sur la prolifération 
de la muqueuse utérine (masses exprimées en mg/ 100 g d’animal). 
 
Traitement Utérus avant dessiccation 
(en mg/100g d’animal) 
% 
Utérus après dessiccation 
(mg/100g d’animal) 
% 
CMC 1% 49,1 ± 4,3 - 11,0 ± 1,8 - 
Extrait PApf (50 mg/kg) 74,4 ± 4,8 +52 13,6 ± 0,8 +23 
Extrait PApf (100 mg/kg) 116,0 ± 7,5* +136 19,9 ± 1,2* +81 
Extrait PR1 (50 mg/kg) 51,0 ± 4,4 +4 10,4 ± 0,8 -5 
Extrait PR1 (100 mg/kg) 62,6 ± 2,9 +28 11,9 ± 0,5 +8 
Extrait PR2 (50 mg/kg) 43,3 ± 1,1 -12 8,9 ± 0,4 -19 
Extrait PR2 (100 mg/kg) 48,1 ± 0,9 -2 9,6 ± 0,6 -12 
Extrait PR3 (50 mg/kg) 46,4 ± 3,2 -5 9,4 ± 0,7 -15 
Extrait PR3 (100 mg/kg) 45,9 ± 1,7 -7 8,8 ± 0,3 -20 
Ethinylœstradiol (10 µg/kg) 203,9 ± 9,5* +316 35,9 ± 1,7* +226 
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Les résultats de ces premiers essais ont révélé que sur les huit échantillons testés, seul 
l’extrait chloroformique de parties aériennes PApf dosé à 100 mg/kg a présenté une activité 
œstrogénique statistiquement significative (p<0,05) in vivo, avec une augmentation de 136 % 
de la masse utérine (soit 81 % de variation de la masse sèche). Le témoin positif, 
l’éthinylœstradiol, ayant provoqué une hypertrophie utérine de 316 % (soit de 226 % après 
dessiccation). 
 
L’extrait chloroformique de parties aériennes de Galéga dosé à 50 mg/kg provoque 
une hypertrophie utérine significative de 52 %, soit 23 % en variation de masse utérine après 
dessiccation, cette dernière valeur n’étant toutefois pas statistiquement significative. 
 
Parmi les échantillons préparés à partir des parties souterraines de Galéga, seul 
l’extrait chloroformique PR1 dosé à 100 mg/kg présente une activité statistiquement 
significative. Cette activité au demeurant plus faible que celles produites par l’extrait 
chloroformique PApf des parties aériennes dosé à 50 et 100 mg/kg, les organes souterrains ne 
présentent pas d’intérêt pour la suite de notre recherche. C’est pourquoi seules les parties 
aériennes de Galéga ont été retenues pour la suite de l’étude. 
 
 
 Les résultats obtenus pour cette phase d’essais nous ont donc fortement encouragé à 
mener une nouvelle étude pharmacologique afin de confirmer l’activité œstrogénique de 
l’extrait chloroformique de GO-PA-pf. 
Nous avons également souhaité vérifier la reproductibilité de ces résultats sur deux 
extraits chloroformiques fraîchement préparés à partir de deux nouveaux lots de parties 
aériennes de Galéga. 
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Contrôle de l’activité œstrogénique des parties aériennes de deux lots d’extraits 
chloroformiques de Galéga. 
 
Trois nouveaux extraits chloroformiques ont été préparés dans les mêmes conditions 
expérimentales que pour la première étude pharmacologique : 
- l’un à partir du lot actif de référence (GO-PA-pf), 
- les deux autres à partir de deux lots de Galéga récoltés ultérieurement (GO-PA-pf2 
et GO-PA-pf3) et obtenus auprès du même fournisseur. 
Pour des raisons pratiques, deux séries d’essais consécutives ont été réalisées. 
Chaque échantillon a été testé aux concentrations de 50 mg/kg et 100 mg/kg. 
 
*p< 0,05 
Moyennes ± s.e.m. 
Tableau 18 : masses utérines avant et après dessiccation 
et variations des masses exprimées en pourcentage. 
 
 
Figure 89 : effets des différents lots d’extraits de Galéga sur la prolifération 
de la muqueuse utérine (masses exprimées en mg/ 100 g d’animal). 
Traitement Utérus avant dessiccation 
(en mg/100g d’animal) 
% 
Utérus après dessiccation 
(mg/100g d’animal) 
% 
CMC 1% 40,9 ± 1,4 - 8,9 ± 0,9 - 
Extrait PApf (50 mg/kg) 85,0 ± 3,3* +107 14,8 ± 0,5* +67 
Extrait PApf (100 mg/kg) 117,4 ± 3,3* +187 19,9 ± 0,5* +124 
Extrait PApf2 (50 mg/kg) 39,1 ± 1,2 -5 7,6 ± 0,2 -15 
Extrait PApf2 (100 mg/kg) 41,7 ± 1,6 +2 8,4 ± 0,4 -6 
Ethinylœstradiol (10 µg/kg) 157,0 ± 11,7* +283 28,2 ± 2,0* +217 
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*p< 0,05 
Moyennes ± s.e.m. 
 
Tableau 19 : masses utérines avant et après dessiccation 
et variations des masses exprimées en pourcentage. 
 
 
Figure 90 : effets des différents lots d’extraits de Galéga sur la prolifération 
de la muqueuse utérine (masses exprimées en mg/ 100 g d’animal). 
 
 
Première série d’essais 
 
Les résultats de la première série d’essais nous ont permis de confirmer l’activité 
œstrogénique de l’extrait chloroformique PApf initialement actif avec respectivement, pour 
les doses de 50 et 100 mg/kg, une activité statistiquement significative et une hypertrophie 
utérine de 107 et 187 %. 
L’activité détectée est donc reproductible et dose-dépendante. 
Traitement Utérus avant dessiccation 
(en mg/100g d’animal) 
% 
Utérus après dessiccation 
(mg/100g d’animal) 
% 
CMC 1% 45,3 ± 1,8 - 8,8 ± 0,4 - 
Extrait PApf (50 mg/kg) 155,9 ± 5,5* +244 25,8 ± 1,0* +194 
Extrait PApf3 (50 mg/kg) 41,0 ± 1,4 -10 7,7 ± 0,3 -12 
Ethinylœstradiol (10 µg/kg) 171,7 ± 7,3* +279 29,8 ± 1,4* +239 
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Première et seconde séries d’essais 
 
L’activité n’est, en revanche, pas confirmée pour les extraits PApf2 et PApf3 préparés 
à partir du second et du troisième lot fournis par le même fournisseur et pour lesquels la 
variation de la masse utérine est nulle. 
 
Cette constatation soulève différentes interrogations et plusieurs hypothèses peuvent 
être émises. 
 
1) Les lots testés correspondent-ils à l’espèce Galega officinalis attendue ? Une 
falsification de la drogue peut-elle expliquer les problèmes de reproductibilité 
de l’activité ? 
2) En admettant qu’il n’y a pas de falsification, ces lots ont-ils été récoltés au 
même stade de développement ? 
3) Le lot actif a-t-il subi une altération chimique lors de sa phase de 
conservation ? 
4) Les plantes du lot actif ont-elles synthétisées des molécules de défense en 
réponse à une agression extérieure ? 
5) Le lot actif a-t-il subi un traitement phytosanitaire et l’activité œstrogénique 
détectée est-elle liée à la présence de pesticides, fongicides ou herbicides ? 
6) Une contamination fongique ou bactérienne peut-elle être à l’origine de 
l’activité décelée ? 
 
 
 Nous avons pu, dans un premier temps, lever le doute sur d’éventuelles 
falsifications. Une analyse morphologique de fragments végétaux (tiges, feuilles et fleurs) 
ainsi qu’une analyse anatomique ont permis d’établir que les deux lots de plante 
correspondaient bien au Galega officinalis L. ; la première hypothèse est donc rejetée. 
 
 Lors de l’observation macroscopique de débris végétaux du lot actif, nous 
n’avons pas détecté la présence de moisissures et autres éléments symptomatiques 
caractérisant une agression fongique ou bactérienne. Nous avons, par ailleurs, fait analyser 
quelques fragments par un phytopathologiste de l’INRA : aucune trace de contamination n’a 
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été décelée, même après mise en culture des échantillons. L’hypothèse n° 6 de la 
contamination pathogène est donc exclue. 
 
 Les profils chromatographiques sur CCM de silice des trois extraits 
chloroformiques ont été comparés. Ils semblent identiques. Il n’y a aucune distinction entre 
les bandes détectées sur les trois chromatogrammes, ce qui pourrait exclure les hypothèses n° 
3 et n° 4 d’une altération chimique ou de la synthèse de molécules de défense supplémentaires 
pour le lot actif. 
 
 Ne disposant d’aucune information sur les conditions de culture du lot          
GO-PA-pf, il nous a été impossible de vérifier l’hypothèse n° 5 de la contamination par un 
traitement phytosanitaire. 
 
 
 
 
Fractionnement de l’extrait actif PApf de référence 
 
L’activité biologique étant nettement reproductible sur l’extrait PApf, nous avons 
entrepris de le fractionner afin de localiser la ou les molécule(s) active(s) (Figure 91). 
 
Un extrait chloroformique, fraîchement préparé à partir du lot actif de référence, a été 
fractionné en fonction de la polarité des molécules, par une méthode de séparation 
liquide/liquide avec de l’hexane et du méthanol. 
Deux fractions ont ainsi été obtenues ; la fraction hexanique apolaire « H » et la 
fraction méthanolique polaire « M ». Une partie de la fraction hexanique a ensuite subi une 
étape de dégraissage sur colonne ouverte « flash » de silice éluée par 100 % d’hexane puis 
100 % de méthanol. Les deux sous-fractions obtenues « H-huile » et « H-dégr. » ont 
également été testées. 
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Figure 91 : schéma du fractionnement de l’extrait PApf chloroformique actif. 
 
 
Le caractère huileux des extraits végétaux hexaniques constitue une contrainte 
supplémentaire lors de la phase de préparation des échantillons (pesée et solubilisation des 
extraits végétaux). L’homogénéité des solutions de gavage qui en dérivent n’est, dès lors, plus 
garantie, ce qui entraîne une disparité des résultats. 
Pour pallier cet obstacle sur les fractions hexaniques de Galéga, nous avons pris le 
soin de constituer des extraits pulvérulents en ajoutant à ces derniers un excipient neutre, la 
maltodextrine dans un rapport 2 :1, m/m. 
 
Cinq échantillons ont ainsi été évalués au cours de cette nouvelle étude 
pharmacologique : 
- l’extrait PApf chloroformique de référence, à 50 mg/kg (soit 50 mg + 100 mg 
maltodextrine), 
- la fraction hexanique « H » (+ maltodextrine), à 150 mg/kg, 
- la fraction hexanique « huileuse » « H-huile » (+ maltodextrine), à 150 mg/kg, 
- la fraction hexanique dégraissée « H-dégr. » (+ maltodextrine), à 150 mg/kg, 
- et la fraction méthanolique « M », à 50 mg/kg. 
Extrait chloroformique actif PApf (résidu sec) 
Phase hexanique (fraction « H »)               Phase méthanolique (fraction « M ») 
Séparation L/L (50%Hex./50% MeOH) 
Chromatographie 
Elution:  100 % Hex. 
 100 % MeOH 
« Fraction H-huile »       Fraction dégraissée « H-dégr. » 
  194
 
*p< 0,05 ; 
Moyennes ± s.e.m. 
Tableau 20 : masses utérines avant et après dessiccation 
et variations des masses exprimées en pourcentage. 
 
 
 
Figure 92 : effets de l’extrait chloroformique PApf de Galéga et de ses fractions 
sur la prolifération de la muqueuse utérine (masses exprimées en mg/ 100 g d’animal). 
 
 
A l’issue de cette étude, nous avons constaté que l’ensemble des fractions testées, à 
l’exception de la fraction apolaire « A-huile », présentaient des activités supérieures à celle de 
l’extrait chloroformique PApf de Galéga de référence (+ 292 %). 
Traitement Utérus avant dessiccation 
(en mg/100g d’animal) 
% 
Utérus après dessiccation 
(mg/100g d’animal) 
% 
CMC 1% 44,0 ± 1,54 - 8,8 ± 0,7 - 
Extrait PApf (50 mg/kg) 172,7 ± 6,0* +292 30,4 ± 1,2* +244 
Fraction « H » (150 mg/kg) 178,8 ± 4,4* +306 30,9 ± 0,7* +249 
Fraction « H-huile » (150 mg/kg) 61,6 ± 3,1 +39 11,0 ± 0,5 +24 
Fraction « H-dégr. » (150 mg/kg) 214,3 ± 11,0* +387 37,9 ± 1,8* +328 
Fraction « M » (50 mg/kg) 202,7 ± 5,1* +360 36,3 ± 0,7* +310 
Ethinylœstradiol (10 µg/kg) 216,5 ± 10,0* +391 39,3 ± 1,5* +345 
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Les fractions hexanique « H » à 150 mg/kg (soit 50 mg d’extrait) et méthanolique 
« M » à 50 mg/kg présentaient toutes deux une activité œstrogénique statistiquement 
significative avec, respectivement, une induction d’hypertrophie utérine de 306 % et de      
360 %. La fraction hexanique dégraissée « H-dégr. » dosée à 150 mg/kg (soit 50 mg d’extrait) 
présente, de plus, l’activité œstrogénique la plus forte avec une augmentation de masse 
utérine de 387 %. 
L’effet de ces trois fractions sur le tissu utérin est comparable, en terme d’intensité, à 
celui produit par l’éthinyloestradiol, molécule pure et fortement active. 
 
De tels résultats suggèrent, dans un premier temps, que l’adjonction de maltodextrine 
favorise la solubilisation des extraits végétaux et donc, l’homogénéité des solutions de 
gavage. 
D’autre part, le dégraissage de la fraction huileuse n’a pas entraîné de perte d’activité. 
Au contraire, les valeurs relevées pour trois fractions, en comparaison à l’extrait originel font 
apparaître que l’activité s’intensifie au fil des purifications. 
Enfin, les deux fractions « H » et « M » issues de l’extrait actif présentent toutes deux 
l’activité recherchée, ce qui nous laisse penser que la (les) molécule(s) responsable(s) de 
l’activité décelée pourraient être des composés communs aux deux fractions. Les triterpènes 
et le stérol (forme libre et glycosylée) isolés à l’issue des travaux phytochimiques entrent dans 
cette composition commune. 
 
 
 
 Recherche de l’activité œstrogénique en fonction du stade de maturité du Galéga 
 
Une dernière interrogation est restée en suspens ; A ce stade de l’étude, nous avons 
souhaité vérifier si l’activité décelée pouvait être liée au stade de maturité de la plante 
(hypothèse n° 2). L’analyse de cette dernière hypothèse a fait l’objet d’une cinquième série de 
tests in vivo. 
Un cinquième lot a ainsi été récolté par nos soins, à trois stades de développement 
successifs, à savoir le stade de pré-floraison (GO-PA-0602), le stade de pleine floraison    
(GO-PA-0702) et enfin le stade post-floraison/début de fructification (GO-PR-0902). Les 
trois extraits chloroformiques PA0602, PA0702 et PR0902 respectifs ont été préparés dans les 
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mêmes conditions que précédemment. Chaque extrait a été fractionné suivant le schéma de 
fractionnement décrit pour l’extrait PApf de référence, première étape. 
 Six nouvelles fractions ont ainsi été testées, les fractions hexaniques dosées à 150 
mg/kg (dont les 2/3 de maltodextrine) et les fractions méthanoliques dosées à 50 mg/kg. 
 
 
Traitement Utérus avant dessiccations 
(en mg/100g d’animal) 
% 
Utérus après dessiccation 
(mg/100g d’animal) 
% 
CMC 1% 45,3 ± 1,8 - 8,8 ± 0,4 - 
Extrait PApf (50 mg/kg) 155,9 ± 5,5* +244 25,8 ± 1,0* +194 
Extrait PA0602-A (150 mg/kg) 42,9 ± 1,6 -5 8,5 ± 0,3 -5 
Extrait PA0602-M (50 mg/kg) 47,0 ± 1,5 +3 10,0 ± 0,4 +13 
Extrait PA0702-A (150 mg/kg) 44,9 ± 3,0 -1 9,6 ± 0,9 +9 
Extrait PA0702-M (50 mg/kg) 43,2 ± 1,4 -4 8,3 ± 0,2 -6 
Extrait PR0902-A (150 mg/kg) 41,8 ± 1,7 -8 8,4 ± 0,5 -4 
Extrait PR0902-M (50 mg/kg) 429,0 ± 1,7 -5 8,6 ± 0,4 -2 
Ethinylœstradiol (10 µg/kg) 171,7 ± 7,3* +279 29,8 ± 1,4* +239 
*p< 0,05 
Moyennes ± s.e.m. 
Tableau 21 : masses utérines avant et après dessiccation 
et variations des masses exprimées en pourcentage. 
 
 
Figure 93 : effets des différents extraits de Galéga sur la prolifération 
de la muqueuse utérine (masses exprimées en mg/100 g d’animal). 
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A l’issue de cet essai, et comparativement à l’extrait PApf, il est apparu qu’aucune des 
six fractions n’a répondu positivement. 
 L’activité décelée pour le lot initial ne semble pas liée au stade de maturité de la plante 
mais, sur une floraison aussi étendue que celle du Galéga (deux mois), des prélèvements 
quotidiens auraient été nécessaires pour pouvoir rigoureusement conclure sur l’implication du 
stade de développement végétal dans la biosynthèse et/ou la biodisponibilité de molécules 
potentiellement oestrogéniques. 
 
 
V-2-3- Conclusions des tests in vivo 
 
Les résultats obtenus à l’issue de ces diverses séries d’essais in vivo ont permis de 
mettre en évidence le potentiel œstrogénique d’un extrait chloroformique de Galéga, l’extrait 
PApf. L’activité détectée est assimilable à celle de l’éthinylœstradiol, autrement dit 
extrêmement forte pour un extrait renfermant des centaines de molécules. Toutefois, cette 
activité n’a été retrouvée dans aucun autre lot et, bien qu’ayant tenté d’élucider les raisons 
d’une telle activité, l’on ignore encore l’origine exacte de cette dernière. 
 
 
 
V-3- Evaluation de l’activité œstrogénique in vitro sur une lignée cellulaire 
mammaire tumorale humaine, la lignée MCF-7 
 
 
Nous avons souhaité vérifier si l’activité détectée lors des essais pharmacologiques in 
vivo pouvaient également être mises en évidence par de simples tests cellulaires in vitro, plus 
rapides et moins coûteux à mettre en œuvre et également nécessitant moins de produits 
(environ 1000 fois moins). 
Les essais réalisés in vitro et présentés ci-après nous ont permis d’évaluer le potentiel 
œstrogène-mimétique de fractions renfermant les triterpènes décrits dans nos travaux 
phytochimiques. 
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V-3-1- Modèle cellulaire 
 
Les lignées cellulaires tumorales sont un support privilégié pour l’évaluation des 
activités cytotoxique, proliférative et œstrogénique, le nombre de récepteurs portés par les 
cellules tumorales étant beaucoup plus élevé que pour des cellules saines. 
 
Le principe du test in vitro présenté ici repose sur la capacité des cellules MCF-7 à 
proliférer spécifiquement en réponse à des œstrogènes ; la lignée est dite 
œstrogénodépendante. En comparaison avec d’autres lignées, elle possède un très grand 
nombre de récepteurs à œstrogènes, avec une prévalence des récepteurs de type ER-. 
 
 
V-3-2- Protocole expérimental et traitement 
 
Le contrôle de la prolifération de la lignée MCF-7 s’effectue selon les protocoles 
modifiés de Burak et al. (1997) et de Soule et McGrath (1980). 
 
V-3-2-1- Evaluation préliminaire de la cytotoxicité des substances à tester : test de 
cytotoxicité au Rouge Neutre 
 
Le caractère cytotoxique d’une substance sur une lignée cellulaire tumorale peut se 
confondre avec un effet anti-prolifératif. L’effet cytotoxique peut alors être interprété, de 
manière erronée, comme une activité anti-œstrogénique. Pour pallier ce problème, il est de 
rigueur de vérifier la cytotoxicité des substances avant de procéder à l’évaluation de l’activité 
œstrogène-mimétique sur les lignées cellulaires tumorales. 
 
Le protocole routinier suivi (§ 7.2 dans «Matériel et méthode ») dans l’unité d’accueil 
est le test de cytotoxicité au Rouge Neutre (Borefreund et Puerner, 1985) 
 
Le principe repose sur les propriétés d’un colorant vital faiblement cationique, le 
Rouge Neutre, qui pénètre dans les cellules par diffusion non ionique et s’accumule ensuite 
dans les lysosomes des cellules vivantes. La cytotoxicité de la substance est déterminée en 
fonction de la concentration entraînant 50 % de mortalité (IC50) 
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Les extraits de Galéga, fournis pour les essais pharmacologiques in vitro, ont été testés 
sur les fibroblastes L929 (§ 7.3 « Matériel biologique » dans Matériel et Méthodes). 
Les extraits secs sont solubilisés dans du DMSO à 50 mg/ml, ce qui constitue un 
facteur limitant sachant que la concentration finale de DMSO dans le milieu ne doit pas 
excéder 0,01 %. Au-delà, le DMSO devient toxique et altère la viabilité cellulaire. Compte-
tenu de ces conditions, il n’a pas été possible de tester une concentration supérieure à 10 
µg/ml. Quatre concentrations d’extraits ont ainsi été évaluées : 0,1, 1, 5 et 10 µg/ml. 
Les résultats du test de cytotoxicité au Rouge Neutre obtenus après 24 heures d’incubation 
des échantillons montrent qu’ils ne sont pas toxiques aux concentrations citées. 
 
 
V-3-2-2- Traitement des cellules MCF-7 
 
(§ 7.1 fiche technique et § 7.3 dans « Matériel et méthodes ») 
 
Phase de préparation des cellules 
Les cellules MCF-7 sont ensemencées (150000 cellules dans 2 ml de RPMI, milieu 
nutritionnel complet favorable à leur prolifération, contenant du sérum de veau fœtal 
(SVF) additionné de substances antibiotiques (pénicilline, streptomycine) afin de parer 
au développement de contaminations bactériennes. 
- La culture est mise à incuber pendant 18 h dans une étuve à 37°C en atmosphère 
contrôlée (90 % d’humidité ; 95 % d’air additionné de 5 % de CO2). 
- Lorsque le tapis cellulaire formé atteint 60 % de confluence, les cellules sont 
repiquées sur des plaques de 6 puits dans un milieu défini, le milieu A. Ce dernier est 
préparé à partir du RPMI mais il est dépourvu de SVF et additionné de facteurs de 
croissance (sérum albumine bovine (SAB) + insuline + transferrine). Ce changement 
de milieu est recommandé afin d’éviter que les stéroïdes, contenus dans le SVF et 
favorisant la prolifération cellulaire initiale, n’interfèrent sur l’activité à observer. 
- Une substance de référence anti-œstrogénique, le tamoxifène, est alors introduite au 
milieu à la concentration de 3 µM dans le but de bloquer la croissance de la lignée 
cellulaire. 
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Mise en contact des cellules avec les substances à tester 
- Après 24h à l’étuve à 37°C, les cellules sont lavées avec un tampon phosphate à pH 
physiologique, le PBS (sans calcium et magnésium). 
Les substances à tester sont introduites dans les cultures cellulaires, sous la forme de 
suspensions diluées. 
Après 72h de contact, une numération cellulaire est effectuée à l’aide d’un compteur 
cellulaire Coulter Counter ZM (§ 7.3 dans « Matériel et méthodes »). 
 
 
 
Figure 94 : schéma de traitement des cellules MCF-7. 
 
 
L’activité cellulaire est contrôlée sur la base des éléments suivants : 
- le milieu RPMI (+ SVF), témoin de la viabilité de la lignée cellulaire, 
- le milieu A, milieu de croissance de référence, 
- le tamoxifène (c = 3 µM), molécule de référence anti-œstrogénique, 
- le -œstradiol (c = 10-8 M), molécule de référence œstrogénique (témoin positif de 
relance de prolifération), 
- un extrait de soja (c = 10 µg/ml), extrait végétal commercial de référence 
œstrogénique (témoin positif de relance de prolifération). 
 
L’activité anti-proliférative du tamoxifène est évaluée à T1 par rapport à une 
population cellulaire témoin ayant proliféré entre T0 et T1 sur le milieu de référence A. 
L’activité des témoins positifs et des échantillons de Galéga à tester est évaluée en 
fonction de la population cellulaire à T1 + 72 h par rapport à la population cellulaire traitée au 
tamoxifène (témoin négatif). 
 
T0 – 18 heures 
1,5.105 cellules 
Milieu RPMI + SVF T = 0 
Milieu A + tamoxifène T1 = T0 + 24 h 
Milieu A + substances 
 à tester 
T1 + 72 h 
Numération 
cellulaire 
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Deux expérimentations in vitro ont été réalisées sur 72 h. Six échantillons de Galéga 
ont été testés à quatre concentrations différentes (0,3, 1, 3 et 10 µg/ml) : 
- les trois échantillons ayant répondu positivement aux essais in vivo (extrait brut 
chloroformique PApf et deux de ses fractions, « A-dégr. » et « M »), 
- une fraction contenant majoritairement le -sitostérol (Gal-5), 
- une fraction contenant un mélange d’ -sophoradiol et de galegadiol (Gal-8 et Gal-9), 
- le soyasapogénol B (Gal-6). 
 
Une troisième expérimentation a été menée à partir des échantillons et des 
concentrations ayant présenté des résultats significatifs lors des deux premières 
manipulations. Ont également été testés des extraits issus du lot PApf2 inactif in vivo. 
Pour des raisons pratiques, cette troisième manipulation a été exploitée à 48 h. 
 
 
V-3-2-3- Traitement des résultats 
 
Les résultats sont exprimés en nombre de cellules et en pourcentage de variations de 
population cellulaire entre les puits traités au tamoxifène et les produits testés. 
La signification statistique de variation a été évaluée en utilisant le test de Dunnet   
(Principe du test et tableaux d’analyses de variance en annexe 3), pour un risque de 5 % 
(p<0,05). 
 
 
Cependant, au sein de l’unité où ont été effectués ces essais, l’extrait de soja, connu 
pour ses vertus œstrogéniques, est considéré comme une référence de relance de prolifération 
cellulaire sur la lignée MCF-7 œstrogénodépendante. Dosé à 10 µg/ml et pour une 
expérimentation menée sur 72 h, l’extrait de soja induit généralement une relance de 
prolifération cellulaire supérieure ou égale à 20 %. C’est pourquoi, tout échantillon testé dont 
l’activité se situe en deçà de cette valeur seuil est considérée comme inactif et donc 
inintéressant pour envisager une exploitation industrielle. 
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V-3-3- Résultats des tests pharmacologiques in vitro 
 
 Résultats de la première expérimentation (tableau 22 ; figure 95) 
 
Après numération de la population cellulaire au Coulter Counter, les premières 
analyses ont permis de dégager les informations suivantes. 
 
Milieu de culture Nombre de cellules 
(moyenne ± s.e.m) 
Variation de la 
population cellulaire (%) 
Milieu nutritionnel A 37566 ± 4112 - 
Tamoxifène (3µM) 284529 ± 2703 - 24 % (réf. milieu A) 
-œstradiol (10-8 M) - Mort des cellules 
Extrait de soja (10 µg/ml) 351640 ± 4942* + 24 
Extrait PApf (0,3 µg/ml) 272400 ± 2889* - 4 
Extrait PApf (1µg/ml) 263751 ± 4797* - 7 
Extrait PApf (3µg/ml) 222653 ± 5300* - 22 
Extrait PApf (10 µg/ml) 247147 ± 5914* - 13 
Fraction « H-dégr. » (0,3 µg/ml) 265329 ± 4719* - 7 
Fraction « H-dégr. » (1 µg/ml) 243049 ± 10132* -15 
Fraction « H-dégr. » (3 µg/ml) 290991 ± 16687* + 2 
Fraction « H-dégr. » (10 µg/ml) 340729 ± 4083* + 20 
Fraction « M » (0,3 µg/ml) 296660 ± 4207 + 4 
Fraction « M » (1 µg/ml) 293067 ± 9585* + 3 
Fraction « M » (3 µg/ml) 287449 ± 6350 + 1 
Fraction « M » (10 µg/ml) 285089 ± 5468 0 
Gal-(3+4+5) (0,3 µg/ml) 262715 ± 18477* - 8 
Gal-(3+4+5) (1 µg/ml) 237049 ± 6588* - 17 
Gal-(3+4+5) (3 µg/ml) 265240 ± 26569* - 7 
Gal-(3+4+5) (10 µg/ml) 314035 ± 10661* + 10 
Gal-6 (0,3 µg/ml) 309102 ± 6900* + 9 
Gal-6 (1 µg/ml) 310973 ± 4998* + 9 
Gal-6 (3 µg/ml) 292755 ± 6556* + 3 
Gal-6 (10 µg/ml) 281400 ± 4275 -1 
Gal-(8+9) (0,3 µg/ml) - 
Gal-(8+9) (1 µg/ml) - 
Gal-(8+9) (3 µg/ml) - 
Gal-(8+9) (10 µg/ml) - 
Mort des cellules 
 *,* valeur significative pour p < 0,05 
 moyennes ± s.e.m. 
 
Tableau 22 : résultats de la première expérimentation. 
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Figure 95 : représentation des activités induites par les différents 
échantillons de Galéga testés sur 72 h (expérimentation n°1). 
 
 
Sur l’histogramme représenté ci-dessus, les résultats statistiquement significatifs sont 
indexés par des astérisques. Parmi ces valeurs, deux types d’effets se distinguent :  
- une augmentation significative de la population cellulaire *, 
- une diminution significative de la population cellulaire *. 
 
Si une relance de prolifération cellulaire peut être traduite par un effet prolifératif et 
par une activité œstrogénique, la réciproque, en revanche, est fausse. Une activité négative ne 
signifie pas automatiquement un effet antiprolifératif et il pourrait tout aussi bien s’agir d’une 
simple altération cellulaire. 
Le type d’expérimentation mis en place ici ne permet pas de répondre à la question. 
Pour pouvoir lever l’ambiguïté liée à une activité négative, des essais plus élaborés devraient 
être mis en place. 
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Dans cette expérimentation, le blocage de la prolifération par le tamoxifène a été faible 
avec seulement 24 % d’inhibition de croissance. 
Sur les deux témoins de relance de prolifération déposés, seul l’extrait de soja a pu être 
exploité avec une relance d’activité significative de 24 % (valeur légèrement faible) ; le 
traitement par le -œstradiol n’ayant pas été analysé du fait d’une mort cellulaire dans les 
puits concernés. Ce phénomène, indépendant du traitement, est très souvent lié à un défaut de 
conception des plaques de culture s’opposant à l’adhérence des cellules. Dès lors, les cellules 
ne peuvent plus proliférer et meurent : on qualifie cela par le terme généraliste de « problème 
de plaque ». 
Bien que l’activité cellulaire ne soit pas optimale, la réactivité des cellules traitées par 
le tamoxifène et l’extrait de soja est suffisante pour considérer et interpréter les résultats 
obtenus avec les échantillons de Galéga. 
 
 
Sur l’ensemble des échantillons testés, l’activité de l’échantillon contenant              
l’-sophoradiol et le galegadiol Gal-(8+9) aux quatre concentrations testées n’a pas été 
quantifiée en raison d’un problème de plaque. 
 
L’extrait PApf présente des valeurs statistiquement significatives mais 
inférieures à la valeur seuil de référence de 20 % et négatives, autrement 
dit opposées à l’effet recherché. Actif in vivo, l’extrait PApf est donc 
inactif in vitro aux quatre concentrations testées. 
 
La fraction « M » présente une activité statistiquement significative pour une 
seule dose, à 1 µg/ml. Cette fraction fortement active in vivo, présente un 
effet de relance considéré comme nul par rapport au palier de référence du 
tamoxifène. 
 
Les quatre doses testées pour la fraction contenant les molécules Gal-3, Gal-4 et 
le -sitostérol (Gal-5) présentent des valeurs statistiquement 
significatives. Les activités négatives obtenues pour les doses de 0,3, 1 et 3 
µg/ml ne sont pas considérées pour l’effet attendu. L’échantillon dosé à  
10 µg/ml présente une activité statistiquement significative mais d’une 
intensité insuffisante pour être considéré actif. 
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Ces triterpènes, présents à la fois dans les fractions « H-dégr. » et « M » 
actives in vivo, ne semblent donc pas correspondre aux molécules 
responsables de l’activité œstrogène-mimétique décelée in vivo. 
 
Le soyasapogénol B (Gal-6) présente, aux doses de 0,3, 1 et 3 µg/ml, des valeurs 
significatives mais l’effet de relance est trop faible pour qu’il soit 
considérée comme une molécule active. 
 
La fraction « H-dégr. » qui présentait une très forte activité in vivo, présente des 
valeurs statistiquement significatives quelle que soit la dose mise en jeu. 
Aux concentrations de 0,3 et 1 µg/ml, l’activité induite est cependant 
négative. Seule la concentration de 10 µg/ml provoque une relance de 
prolifération significative et d’intensité suffisante (20 %) pour être 
considérée comme active in vitro. 
Ce résultat présente un intérêt réel car il vient confirmer l’activité de cette 
fraction décelée in vivo. 
 
 
Une seconde expérimentation a été réalisée à partir des mêmes échantillons dans le but 
de valider ces premiers résultats. Les conditions expérimentales suivies sont identiques à 
celles de la première expérimentation. 
 
 
Résultats de la seconde expérimentation (tableau 23 ; figure 96) 
 
Dans cette seconde expérimentation, le blocage de la prolifération par le tamoxifène 
est encore faible avec 28 % d’inhibition de croissance. 
Les résultats des deux témoins positifs sont exploitables et significatifs. L’extrait de 
soja entraîne une reprise d’activité cellulaire assez faible (14 %) tandis que le -œstradiol 
entraîne une relance de prolifération significative de 102 %. 
Comme pour la première expérience, l’activité cellulaire n’est pas optimale mais les 
valeurs des témoins traduisent des conditions de prolifération correctes pour permettre de 
valider les résultats obtenus dans cette seconde expérience. 
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L’activité de l’ensemble des échantillons a été évaluée dans cette seconde 
expérimentation. 
 
Milieu de culture Nombre de cellules 
(moyenne ± s.e.m) 
Variation 
population 
cellulaire (%) 
Milieu nutritionnel A 349729 ± 8623 - 
Tamoxifène (3µM) 251578 ± 14433 - 28 % (réf. milieu A) 
-œstradiol (10-8 M) 509289 ± 13236* + 102 
Extrait de soja (10 µg/ml) 285920 ± 13724* + 14 
Extrait PApf (0,3 µg/ml) 208747 ± 7473* - 17 
Extrait PApf (1µg/ml) 206452 ± 6474* - 18 
Extrait PApf (3µg/ml) 242831 ± 4906* - 3 
Extrait PApf (10 µg/ml) 252591 ± 18705 0 
Fraction « H-dégr. » (0,3 µg/ml) 221258 ± 4576* - 12 
Fraction « H-dégr. » (1 µg/ml) 212671 ± 6843* - 15 
Fraction « H-dégr. » (3 µg/ml) 252769 ± 32625 0 
Fraction « H-dégr. » (10 µg/ml) 297591 ± 9841* + 18 
Fraction « M » (0,3 µg/ml) 221658 ± 5465* - 12 
Fraction « M » (1 µg/ml) 197324 ± 13382* - 22 
Fraction « M » (3 µg/ml) 227533 ± 13049* - 10 
Fraction « M » (10 µg/ml) 198555 ± 20217* - 21 
Gal-(3+4+5) (0,3 µg/ml) 249133 ± 9899 - 1 
Gal-(3+4+5) (1 µg/ml) 229587 ± 5315* - 9 
Gal-(3+4+5) (3 µg/ml) 240769 ± 7654* - 4 
Gal-(3+4+5) (10 µg/ml) 232458 ± 7371* - 8 
Gal-6 (0,3 µg/ml) 252995 ± 7043 + 1 
Gal-6 (1 µg/ml) 252515 ± 6904 0 
Gal-6 (3 µg/ml) 276267 ± 3437* + 10 
Gal-6 (10 µg/ml) 297080 ± 9938* + 18 
Gal-(8+9) (0,3 µg/ml) 229587 ± 7813* - 9 
Gal-(8+9) (1 µg/ml) 230898 ± 4197* - 8 
Gal-(8+9) (3 µg/ml) 252027 ± 8018 0 
Gal-(8+9) (10 µg/ml) 275075 ± 4652* + 9 
*,* significatif pour p < 0,05 
  moyennes ± s.e.m. 
 
Tableau 23 : résultats de la seconde expérimentation. 
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Figure 96 : représentation des activités induites par les différents 
échantillons de Galéga testés sur 72 h (expérimentation n°2). 
 
 
 
 L’échantillon PApf dosé à 10 µg/ml n’est pas significatif. Les trois autres 
échantillons de PApf fournissent des résultats significatifs mais trop 
faibles au vue de la valeur de référence, comme pour la première 
expérimentation. On conclut donc que l’extrait PApf ne présente pas 
d’activité, et il ne sera pas inclus dans une troisième expérimentation. 
 
 La fraction « M » provoque un effet significativemnt négatif in vitro aux 
quatre concentrations mises en jeu. Comme pour la première 
expérimentation, elle ne présente donc pas l’effet recherché. 
 
 Les échantillons contenant les molécules Gal-3, Gal-4, le -sitostérol 
(Gal-5), l’-sophoradiol (Gal-8) et le galegadiol (Gal-9) ne présentent 
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pas, là encore, de résultats significatifs. Ils ne feront donc pas l’objet d’un 
nouvel essai. 
 Le soyasapogénol B (Gal-6), dosée à 10 µg/ml, provoque une reprise de 
prolifération de 18 % mais cet effet, non détecté lors de la première série 
d’essais in vitro, devra être confirmé sur la série d’essais suivante. 
 
 Seule la fraction « H », active in vivo, présente une bonne reproductibilité 
des résultats avec, à 10 µg/ml, l’induction d’une prolifération cellulaire de 
18 %. L’activité est significative et détectée avec la même intensité lors 
des deux expérimentations et demande à être confirmée de manière 
définitive lors d’une nouvelle expérimentation. 
 
 
La troisième et dernière expérimentation a été réalisée pour confirmer l’activité de la 
fraction « H-dégr. » mais aussi pour lever le doute sur le potentiel du soyasapogénol B 
(Gal-6). 
Ont également été testées les fractions « H-dégr-2 » et « M-2 ». Ces fractions sont 
issues d’un lot inactif in vivo et équivalentes aux fractions « H-dégr. » et « M » issues de 
l’extrait PApf actif in vivo. Nous avons ainsi souhaité vérifier si les problèmes de 
reproductibilité soulevés lors des études réalisées in vivo pouvaient être liés à 
l’expérimentation in vivo elle-même, ou bien, si l’activité œstrogénique décelée était inhérente 
à un seul lot de Galéga, le lot GO-PApf récolté en 1999. 
 
 
 
Résultats de la troisième expérimentation (tableau 24 ; figure 97) 
 
Pour des raisons purement techniques, il n’a pas été possible d’effectuer un traitement 
des cellules sur 72 h comme pour les deux précédentes manipulations. La troisième 
expérimentation a été exploitée au bout de 48 h seulement. 
Si les effets produits par les différents échantillons ne sont pas remis en question, il est 
toutefois évident que les intensités des activités ne peuvent pas être comparées à celles 
observées précédemment. Cela n’empêche pas d’apprécier la tendance générale, en 
considérant que les effets observés seraient accentués pour une manipulation opérée sur 72 h. 
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Milieu de culture Nombre de cellules 
(moyenne ± s.e.m) 
Variation 
population 
cellulaire (%) 
Milieu nutritionnel A 349729 ± 8623 - 
Tamoxifène (3µM) 251578 ± 14433 - 26 % (réf. milieu A) 
-œstradiol (10-8 M) 509289 ± 13236* + 48 
Extrait de soja (10 µg/ml) 285920 ± 13724* + 11 
Fraction « H-dégr. » (10 µg/ml) 221258 ± 4576* + 6 
Fraction « H-dégr.-2 » (10 µg/ml) 212671 ± 6843* - 4 
Fraction « M » (10 µg/ml) 221658 ± 5465* - 4 
Fraction « M-2 » (10 µg/ml) 197324 ± 13382* + 19 
Gal-6 (10 µg/ml) 297080 ± 9938* - 11 
*,* significatif pour p < 0,05 
  moyennes ± s.e.m. 
 
Tableau 24 : résultats de la troisième expérimentation. 
 
 
Figure 97 : représentation des activités induites par les différents 
échantillons de Galéga testés sur 48 h (expérimentation n°3). 
 
 
Le tamoxifène a induit un blocage de prolifération de 26 %. 
Les deux témoins de relance de prolifération se sont révélés actifs avec des activités 
prolifératives significatives de 48 % pour le -œstradiol et de 11 % pour l’extrait de soja. 
 
100000
200000
300000
400000
500000
600000
700000
800000
Tamoxifène (3 µM)
Beta-oestradiol (10-8 M)
Extr. Soja (10 µg/ml)
A-dégr (10 µg/ml)
A-dégr.-2 (10)
M (10 µg/ml)
M-2 (10)
Gal6 (10 µg/ml)
Substances introduites 
dans le milieu 
 
No
m
br
e 
de
 
Témoins         Echantillons de 
*
*
*
*
*
**
  210
L’ensemble des valeurs observées pour les échantillons testés lors cette troisième 
manipulation est statistiquement significatif. 
 
 Par extrapolation des valeurs observées (+ 11 % d’activité), on peut 
conclure que l’activité œstrogénique de la fraction « H-dégr. » à 10 µg/ml 
est confirmée pour la seconde fois. 
 
 Comme lors des deux précédentes manipulations, la fraction « M » se 
révèle inactive in vitro. 
 
 Pour la seconde fois, la molécule Gal-6 ne provoque aucune relance de 
prolifération. Elle est donc inactive in vitro sur la lignée MCF-7. 
 
 Les fractions issues de l’extrait PApf-2, inactif in vivo, présentent des 
résultats discutables. Si la fraction « H-dégr.-2 » à 10 µg/ml présente une 
activité négative, la fraction « M-2 » dosée à 10 µg/ml entraîne, en 
revanche, une relance de prolifération comparable à celle produite par 
l’extrait de soja. 
 
 
V-3-4- Conclusions des tests in vitro 
 
Seule une fraction, la fraction « H-dégr. » dosée à 10 µg/ml, se révèle 
significativement active in vitro sur la lignée MCF-7. Cette activité est nettement 
reproductible mais n’est pas confirmée pour la fraction équivalente, « H-Dégr.-2 », issue du 
lot PApf2. 
Toutefois, l’effet prolifératif significatif observé pour la fraction « M-2 » issue du lot 
PApf2 mériterait d’être vérifié par au moins deux nouvelle séries d’essais, avant de pouvoir 
conclure à son potentiel. 
 
Aucune des molécules testées n’a provoqué d’activité proliférative significative sur la 
lignée cellulaire MCF-7. 
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V-4- Discussion 
 
La prospection d’une activité œstrogénique a été envisagée afin de trouver une 
explication rationnelle aux vertus galactagogues de Galega officinalis L. décrites en médecine 
traditionnelle. 
 
 
A l’issue des essais utérotrophiques, il est apparu qu’un extrait chloroformique de 
Galéga provoque une hypertrophie utérine significative caractérisant une activité 
œstrogénique. L’activité dose-dépendante (50 et 100 mg/kg), de forte intensité est amplifiée 
sur deux fractions de cet extrait. Une analyse de ces fractions sur CCM de silice a révélé que 
ces dernières contiennent un certain nombre de molécules communes. L’hypothèse selon 
laquelle ces molécules peuvent être responsables de l’activité œstrogénique est envisagée. 
 
Des essais de prolifération cellulaire sur une lignée œstrogéno-dépendante ont été 
entrepris dans le but de confirmer l’activité in vivo. Seule la fraction « H-dégr. », dosée à 10 
µg/ml, stimule la prolifération cellulaire ce qui suggère un potentiel œstrogénique. 
Les molécules isolées ont été évaluées mais aucune ne présente d’effet significatif, aux 
quatre concentrations testées. Le -sitostérol (Gal-5) est un phytœstrogène connu pour ses 
propriétés oestrogéniques. Or, il n’a pas eu d’effet prolifératif sur les cellules MCF-7. La dose 
maximale mise en jeu est probablement insuffisante pour produire une activité. 
De même, le soyasapogénol B (Gal-6), n’a pas présenté d’activité lors des essais 
réalisés in vitro. Ce résultats confirment ceux de Rowlands et al. (2002). 
Certains échantillons de Galéga ont présenté des activités négatives assez 
remarquables. La manipulation réalisée ne permet pas de tirer de conclusions de cette 
observation. Ces activités peuvent résulter d’une altération cellulaire mais également être le 
reflet d’une activité anti-œstrogénique. Néanmoins, il est possible de lever le doute sur ces 
effets en ayant recours à un protocole légèrement modifié existant. 
 
 
Les expérimentations réalisées dans cette étude permettent seulement d’apprécier une 
activité générale sans préciser les mécanismes d’action mis en jeu. Il serait intéressant de 
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réaliser des expériences complémentaires, sur les extraits actifs, afin de déterminer les voies 
métaboliques impliquées. 
 
Plusieurs techniques sont couramment employées. 
- Les tests de fixation sur les récepteurs ER- et ER- permettent notamment de 
déterminer si l’activité œstrogénique résulte de l’activation d’une voie dépendante du 
récepteur œstrogénique, 
- Les expériences de transfection ou de co-transfection de gènes mutants codant pour les 
récepteurs oestrogéniques inactifs peuvent permettre de déterminer si l’un ou l’autre 
des sous-types  ou , ou encore les deux sont activés par la fixation d’un ligand 
déterminé, 
- L’inactivation d’enzymes ou d’éléments intracellulaires impliquées dans la cascade 
réactionnelle (AMP cyclique, cyclines A et D1, permet de détecter les interactions 
entre plusieurs voies réactionnelles, 
- La technique du gène rapporteur qui permet de mesurer la capacité d’une molécule à 
activer la transcription via un promoteur œstrogène-dépendant etc. 
 
 
 
En conclusion, ces essais pharmacologiques indiquent que la fraction « H-dégr. » 
exerce une activité proliférative et œstrogénique sur des cellules mammaires et utérines. 
L’activité est digne d’intérêt car elle est s’exerce in vitro et in vivo après administration des 
extraits par voie orale. 
Cependant, l’activité détectée n’est présente dans aucun autre lot de Galéga. Des 
hypothèses ont été envisagées pour tenter d’expliquer les problèmes de reproductibilité. Les 
hypothèses d’une falsification végétale ou d’une contamination fongique ou bactérienne sont 
écartées. L’activité n’est pas non plus liée au stade de développement de la plante. Enfin, 
après observation sur CCM de silice, le matériel ne semble pas avoir subi d’altération 
chimique. L’origine de l’activité demeurant inexpliquée, il serait intéressant de relancer un 
bio guidage afin d’identifier le ou les composés imputés pour pouvoir en déterminer l’origine. 
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Conclusion 
 
 
Nos travaux ont été principalement consacrés à l’étude des triterpènes de Galega 
officinalis L. (Fabaceae), une herbacée vivace réputée galactagogue. 
 
 
Alors que la plupart des travaux avaient abouti à l’identification des molécules 
majoritaires dans l’espèce, flavonoïdes et alcaloïdes, notre étude, plutôt axée sur des 
molécules minoritaires, constitue un volet complémentaire aux travaux effectués par 
Fukunaga et son équipe en 1987. 
Les travaux préliminaires portant sur l’extrait chloroformique des parties souterraines 
ont abouti à l’identification d’un phénylpropanoïde, d’un acide gras et de cinq alcools gras 
décrits pour la première fois dans le genre Galega. 
Au terme de l’étude phytochimique de l’extrait chloroformique des parties aériennes 
constituant la drogue traditionnelle, cinq triterpènes ont été identifiés, dont trois triterpènes 
pentacycliques et un stérol commun chez les végétaux, sous sa forme libre et sa forme 
glycosylée. Parmi les triterpènes stricto sensu isolés, deux sont des oléanènes, préalablement 
isolés dans d’autres Fabaceae mais décrits pour la première fois dans le Galéga officinal. Le 
troisième, un ursène dihydroxylé, est une molécule nouvelle que nous avons nommée 
« galégadiol ». 
 
Au terme de notre synthèse bibliographique, il est apparu qu’un certain nombre 
d’études portant sur cette plante, avaient été motivées par ses propriétés hypoglycémiantes et 
par son caractère hautement toxique à l’égard de certains animaux. 
Par ailleurs, aucun travail scientifique n’a été entrepris pour tenter d’expliquer les 
vertus galactagogues de cette Fabaceae, vertus admises au point de commercialiser une 
spécialité pharmaceutique à base d’extrait de G. officinalis, dispensée pour les troubles de la 
lactation. Nous avons envisagé l’hypothèse qu’une activité œstrogénique pourrait être à 
l’origine des propriétés galactogènes de la plante. 
 
Des tests préliminaires, menés in vivo sur des rattes immatures à partir de différents 
extraits de plante, ont mis en évidence une forte activité œstrogénique pour l’extrait 
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chloroformique préparé à partir d’un lot de drogue végétale. Les différents essais 
pharmacologiques in vivo ont révélé que cette activité s’avérait dose-dépendante et nettement 
amplifiée sur une fractions issue de purifications successives de l’extrait actif. 
D’autres essais, réalisés in vitro sur la lignée cellulaire MCF-7 œstrogénodépendante 
ont confirmé l’activité de cette dernière fraction. 
Néanmoins, cette activité n’a été détectée que dans un seul lot végétal. Après avoir 
envisagé un certain nombre d’hypothèses, nous n’avons toujours pas découvert l’origine 
d’une telle activité. 
Les molécules, isolées à l’issue des travaux phytochimiques, n’ont été évaluées qu’in 
vitro et ne présentent pas d’activité œstrogénique significative nous permettant de penser que 
l’une ou l’autre serait à l’origine du potentiel œstrogénique rapporté pour un lot de Galéga. 
 
 
Les vertus galactogènes du Galéga sont-elles fondées ? Si oui, y a t’il un facteur 
extérieur qui conditionne, chez cette plante, la synthèse ou la libération de molécules à 
potentiel œstrogénique ? 
Un travail de bio guidage in vitro de l’extrait chloroformique du lot actif, nous 
permettrait certainement d’aboutir à l’isolement et à la caractérisation de la ou des molécules 
responsables de la forte activité détectée in vivo. Connaissant la nature exacte des agents 
actifs, il serait alors possible de comprendre s’il s’agit de molécules constitutives du Galéga 
ou bien exogènes, auquel cas, il serait possible de les extraire directement de la source 
originelle, ou de tenter de les synthétiser. 
 
 
Galega officinalis L. mérite de faire l’objet de nouvelles études phytochimiques et 
pharmacologiques. Les multiples activités biologiques, récemment mises à jour, ouvrent des 
perspectives pour la valorisation de cette plante médicinale. Un nouveau projet d’étude est en 
cours. 
  216
 
 
 
 
Références 
bibliographiques 
 
 
 
 
 
  217
Abe I., Rohmer M., Prestwich G.D. (1993). Enzymatic cyclisation of squalene and oxidosqualene to sterols 
and triterpenes. Chem. Rev. 93, pp 2189-2206. 
 
Adam K.P., Thiel R., Zapp J. (1999). Incorporation of 1-[1-C-13]deoxy-D-xylulose in chamomile 
sesquiterpenes. Arch. Biochem. Biophys. 369, pp 127-132. 
 
Adnyana I.K., Tekuza Y., Banskota A.H., Tran K.Q., Kadota S. (2000). Hepatoprotective constituents of the 
seeds of Combretum quadrangulare. 
 
Alex D., Bach T., Chye M.L. (2000). Expression of Brassica juncea 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA synthase 
is developmentally regulated and stress-responsive. 
 
Akihisa T., Yasukawa K., Kimura Y., Yumiko T., Michio K., Wihelmus C.MC., Tamura T. (1994). Five 
D.C-Friedo-oleanane triterpenes from the seeds ofTrichosanthes kirilowii Maxim. And their anti-inflammatory 
effects. 
 
(The) Angiosperm Phylogeny Group (1998). An ordinal classification of the families of flowering plants. Ann. 
Mo. Bot. Gard., 85, pp 531-553 ou www.sysbot.uu.se/classification/APG.html. 
 
(The) Angiosperm Phylogeny Group (2003). An update of the Angiosperm Phylogeny Group classification for 
the orders and families of flowering plants : APG II. Bot. J. Linn. Soc., 141, pp 399-436. 
 
Arigoni D. (1959). Biogenesis of terpenes in molds and higher plants. Dans Ciba Foundation Symposium 
Biosynthesis of Terpenes and Sterols. Pp 231-243. 
 
Arigoni D., Sagner S., Latzel C., Eisenreich W., Bacher A., Zenk M.H. (1997). Terpenoid biosynthesis from 
1-deoxy-D-xylulose in higher plants by intramolecular skeletal rearrangement. Proc. Natl. Acad. Sci. 94, pp 
10600-10605. 
 
Atanasov A.T., Tchorbanov B. (2002). Anti-platelet Fraction from Galega officinalis L. Inhibits Platelet 
Aggregation. J. Med. Food. 5, 4, pp 229-234. 
 
Barnes S. (1998). Phytoestrogens and breast cancer. Ballière’s Clin. Endocrinol. Metab. 12, 4, pp 559-579. 
 
Bach T. (1995). Some aspects of isoprenoid biosynthesis in plants. A review. Lipids. 30, pp 191-202. 
 
Begley M., Gahan C.G.M., Kollas A.K., Hintz M., Hill C., Jomaa H., Eberl M. (2004). The interplay 
between classical and alternative isoprenoid biosynthesis controls T cell bioactivity of listeria monocytogenes. 
FEBS Lett. 561, pp 99-104. 
 
Bézanger-Beauquesne L., Pinkas M., Totck M., Trotin F. (1990). Plantes médicinales des Régions 
Tempérées. - 2ième édition révisée. Paris, Ed. Maloine, pp 158-159. 
 
Bick J.A. et Lange M. (2003). Metabolic cross talk between cytosolic and plastidial pathways of isoprenoid 
biosynthesis : unidirectional transport of intermediates across the chloroplast envelope membrane. Arch. 
Biochem. Biophys. 415, pp 146-154. 
 
Blondel R. (1887). Manuel de matière médicale avec 358 figures dans le texte. Paris, Ed. Octave Doin. p 121. 
 
Bohlmann J., Meyer-Gauen G., Croteau R. (1998). Plant terpenoid synthases: molecular biology and 
phylogenetic analysis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95, 8, pp 4126-4133. 
 
Bonanno J.B., Edo C., Eswar N., Pieper U., Romanowski M.J., Ilyin V., Gerchman S.E., Kycia H., Studier 
F.W., Sali A., Burley S.K. (2001). Structural genomics of enzymes involved in sterol/isoprenoid biosynthesis. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 98, 23, pp 12896-12901. 
 
  218
Bonnier G. et Layens G. (1900). Flore complète de la France. Troisième édition entièrement revue. Paris, Ed. 
Crété. p 84. 
Borefreund E. et Puerner J.A. (1985). Toxicol. Lett. 24, pp 119-124. 
 
Boucher Y. et Doolittle F. (2000). The role of lateral gene transfer in the evolution of isoprenoid biosynthesis 
pathways. Mol. Microbiol. 37, 4, pp 703-716. 
 
Boué S.M., Wiese T.E., Nehls S., Burow M.E., Elliott S., Carter-Wientjes C.H., Shih B.Y., McLachlan 
J.A., Cleveland, T.E. (2003). Evaluation of The Estrogenic Effects of Legume Extracts Containing 
Phytoestrogens. J. Agr. Food Chem. 51, pp 2193-2199. 
 
Boutines C. (1992). Intoxication des animaux domestiques par le Galega officinalis. Thèse de médecine 
vétérinaire, Ecole vétérinaire de Toulouse. 
 
Broes STJ. (1994). Über die frühen Stufen der Biosynthese von Isoprenoiden in Escherichia coli. Ph. D. 
Eidgenössische TechnischebHochschule, Zürich dans Arigoni (1997). 
 
Bruneton J. (1996). Plantes toxiques. Végétaux dangereux pour l’Homme et les animaux. Paris, Ed. Tec & Doc. 
pp 293-297. 
 
Bruneton J. (1999). Pharmacognosie, Phytochimie, plantes médicinales. 3° édition. Paris, Ed. Tech & Doc. 
Partie 3, pp 661-709. 
 
Budzikiewicz H., Wilson J.M., Djerassi C. (1963). Mass spectrometry in structural and stereochemical 
problems. XXXII Pentacyclic triterpenes. J. Am. Chem. Soc., 85, pp 3688-3699. 
 
Burak Jr W.E., Quinn A.L., Farrar W.B., Brueggemeier R.W. (1997). Androgens influence estrogen-
induced responses in human breast carcinoma cells through cytochrome P450 aromatase. Breast Cancer Res. Tr. 
44, pp 57-64. 
 
Champavier Y. (1999). Etude phytochimique d’une Fabaceae toxique : Galega officinalis L. Thèse d’état, 
Université de Limoges. 
 
Champavier Y., Comte G., Vercauteren J., Allais D.P., Chulia A.J. (1999). Norterpenoid and 
sesquiterpenoid glucosides from Juniperus phoenica and Galega officinalis. Phytochemistry. 50, 7, pp 1219-
1223. 
 
Champavier Y., Allais D.P., Chulia A.J, Kaouadji M. (2000). Acetylated and non-acetylated flavanol 
triglycosides from Galega officinalis L. Chem. Pharm. Bull. 48, 2, pp 281-282. 
 
Chandramu C., Manohar R.D., Krupadanam D.G.L., Dashavantha R.V. ( 2003). Isolation, Characterization 
and Biological Activity of Betulic Acid and Ursolic Acid from Vitex negundo L. Phytoter. Res. 17, pp 129-134. 
 
Chang C.I., Kuo C.C., Chang J.Y., Kuo Y.H. (2004). Three new oleanane-type triterpenes from Ludwigia 
octavalvis with cytotoxic activity against two cancer human cell lines. J. Nat. Prod. 67, 1, pp 91-93. 
 
Chapell J. (2002). The genetics and molecular genetics of terpene and sterol origami. Curr. Opin. Plant Biol. 5, 
pp 151-157. 
 
Collin E. (1908). Précis de Matière Médicale. Paris, Ed. Octave Doin. p 409. 
 
Connoly J.D. et Hill R. (2003). Triterpenoids. Nat. Prod. Rep. 20, pp 640-659. 
 
Corey E.J., Russey W.E., Ortiz de Montellano P.R. (1966). 2,3-oxidosqualène, an intermediate in the 
biological synthesis of sterols from squalene. J. Am. Soc. 88, pp 4750-4751. 
 
Cronquist A. (1981). An integrated system of classification of flowering plant. New York? Ed. Columbia Univ. 
Press. 
 
  219
Cunningham F.X., Lafond T.P., Gantt E. (2000). Evidence of a Role for LytB in the Nonmevalonate Pathway 
of isoprenoid Biosynthesis. J. Bact. 182, 20, pp 5841-5848. 
 
Dai J., Zhao C., Zhang Q, Liu Z.L., Zheng R., Yang L. (2001). Taraxane-type triterpenoids from Sausurea 
petrovii. Phytochemistry. 58, pp 1107-1111. 
 
Dalhgren R. (1989). The last Dalhgrenogram system of classification of the dicotylédons. In The Davis and 
Hedge Festschrift : plant taxonomy, phytogeography and related subjects.(Tan K.). Edinburgh, Edinburgh 
University Press, pp 249-260. 
 
Davis S.R., Dalais F.S., Simpson E.R., Murkies A. (1999). Phytoestrogens in Health and Disease. Rec. Prog. 
Horm. Res. 54, pp 185-211. 
 
De Clercq E. (2000). Current Lead Natural Products for the Chemotherapy of Human Immunodeffisciency 
Virus (HIV) Infection. Med Res Rev. 20, 5, pp 323-349. 
 
Del Rayo Camacho M., Mata R., Castaneda P., Kirby G.C., Warhurst D.C., Croft S.L., Phillipson J.D. 
(2000). Bioactive compounds from Celaenodendron mexicanum.Planta Med. 66, 5, pp 463-468. 
 
Deng Y., Jiang T.Y., Sheng S., Ramamonjy M.T., Snyder J. (1999). Remangilones A-C, New Cytotoxic 
triterpenes from Physena madagascariensis. J. Nat. Prod. 62, pp 471-476. 
 
Dewick P.M. (1997). Medicinal natural products. A biosynthetic Approach. John Wiley & Sons. pp 152-154, 
194-202. 
 
Dhingra K. (1999). Antiestrogens-tamoxifen, SERMs and beyond. Inv. New Drugs. 17, pp 285-311. 
 
Dictionnary of Natural Products, on CD-ROM (1982-2003). Londres, Chapman & Hall/CRC. Version 13:1. 
 
Diel, P., Smolnikar, K., Michna, H. (1999). In vitro test systems for the evaluation of the estrogenic activity of 
natural products. Planta Med. 65, pp 197-203. 
 
Diel P., Schmidt S., Vollmer G. (2002). In vivo test systems for the quantitative and qualitative analysis of the 
biological activity of phytoestrogens. J. Chromatogr. B Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 777, pp 191-202. 
 
Disch A., Swender J., Muller J., Lichtenthaler H.K., Rohmer, M. (1998). Distribution of the mevalonate and 
the glyceraldehyde phosphate/pyruvate pathways for isoprenoids biosynthesis in unicellular algae and the 
cyanobacterium Synechocystis PCC 6714. Biochem. J. 333, pp 381-388. 
 
Dubercq V., Sainz G., Oudjama Y., Clantin B., Bompard-Gilles C., Tricot C., Caillet J., stalon V., 
Droogmans L., Villeret V (2001). Crystal structure of isopentényl diphosphate : dimethylallyl diphosphate 
isomérase. The EMBO Journal. 20, 7, pp 1530-1537. 
 
Dubey V.S., Bhalla R., Luthra R. (2003). An overview of the non-mevalonate pathway for terpenoid 
biosynthesis in plants. J. Biosc. 28, 5, pp 637-646. 
 
Duddeck H., Elgamol M.H.A., Ricca G.S., Danielli B., Palmisano G. (1978). Carbon 13 Nuclear Magnetique 
Resonance Spectra. VIII. 18 and 18 glycyrrhetic acid derivates. Org. Magn. Reson. 11, p 130. 
 
Duvold, T., Bravo, J.M., Pale-Grosdemange C., Rohmer M. (1997). Biosynthesis of 2-C-Methyl-D-erythritol, 
a Putative C5 Intermediate in the Mevalonate Independent Pathway for Isoprenoid Biosynthesis. Tetrahedron 
Lett. 38, 27, pp 4769-4772. 
 
Eisenreich W., Schwarz M., Cartayrade A., Arigoni D., Zenk, M.H., Bacher A. (1998). The deoxyxylulose 
phosphate pathway of terpenoid biosynthesis in plants and microorganisms. Chem. Biol. 5, pp R221-R233. 
 
Eisenreich W., Rohdich F., Bacher A. (2001). Deoxylulose phosphate pathway to terpenoids. Trends Plant Sci. 
6, 2, pp 78-84. 
  220
Eisenreich W., Bacher A., Arigoni D., Rohdich F. (2004). Biosynthesis of isoprenoids via the non-mevalonate 
pathway. CMLS, Cell. Mol. Life Sci. 61, pp 1401-1426. 
 
Eschenmoser A., Ruzicka L., Jeger O., Arigoni D. (1955). Zur Kenntnis der Triterpene. Helv. Chim. Acta. 38, 
pp 1890-1904. 
 
Estevez J.M., Cantero A., Reindl A., Reichter S., Leon P. (2001). 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase, 
a limiting enzyme for plastidic isoprenoid biosynthesis in plants. J. Biol. Chem. 276, 25, pp 22901-22909. 
 
Faizi S., Ali, M., Saleem R., Bibi I. and S. (2001). Complete 1H and 13C NMR assignments of stigma-5-en-3-
O--glucoside and its acetyl derivate. Magn. Reson. Chem. 39, pp 399-405. 
 
Fellermeier M., Raschke M., Sagner S., Wungsinatweekul I., Schuhr, C.A., Hecht S., Kis K., Radykewicz 
T., Adam P., Rohdich F., Eisenreich W., Bacher A., Arigoni D., Zenk M.H. (2001). Studies on the 
nonmevalonate pathway of terpene biosynthesis: The role of 2C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate in 
plants. Eur. J. Biochem. 268, pp 6302-6310. 
 
Fellermeier M., Sagner S., Spiteller P., Spiteller M., Zenk, M.H. (2003). Early Steps of deoxylulose 
phosphate pathway in chromoplasts of higner plants. Phytochemistry. 64, pp 199-207. 
 
Fernandes J., Castilho R.O., da Costa M.R., Wagner-Souza K., Kaplan M.A.C., Gattas C.R. (2003). 
Pentacyclic triterpenes from Chrysobalanaceae species: cytotoxicity on multidrug resistant and sensitive 
leukaemia cell lines. Cancer Lett. 190, pp 165-169. 
 
Field R.B., Holmlund C.E. (1977). Isolation of 2,3;22,23-dioxidosqualene and 24,25-oxidolanosterol from 
yeast. Arch. Biochem. Biophys. 180, pp 465-471. 
 
Fluck H. (1977). Petit guide panoramique des HERBES MEDICINALES. Troisième édition. Neuchâtel-Paris, 
Ed. Delachaux et Niestle. p 83. 
 
Fourie T.G. et Snyckers F.O. (1989). A pentacyclic triterpene with anti-inflammatory and analgesic activity 
from the roots of Commiphora merkeri. J. Nat. Prod. 52, 5, pp 1132-1134. 
 
Fournier P. (1948). Le Livre des Plantes Médicinales et Vénéneuses de France – II. Paris, Ed. Lechevalier. pp 
207-210. 
 
Fukunaga T., Nishiya K., Takeya K., Itokawa H. (1987). Studies on the Constituents of Goat’s Rue (Galega 
officinalis L.). Chem. Pharm. Bull. 35, 4, pp 1610-1614. 
 
Gabrielsen M., Rohdich F., Eisenreich W., Grawert T., Hecht S., Bacher A., Hunter W.N. (2004). 
Biosynthesis of isoprenoids: a bifunctional IspDF enzyme from Campylobacter jejuni. Eur. J. biochem. 271, 14, 
pp 3028-3035. 
 
Galey F.D., Mendez L.E., Whitehead W.E., Holstege D.M., Plumlee K.H., Johnson B. (1993). Estrogenic 
activity in forages: diagnostic uses of the classical mouse uterine bioessay. J. Vet. Diagn. Invest. 5, pp 603-608. 
 
Gennis R.B. et Stewart V. (1996). Respiration. In Escheriachia coli and Salmonella, Cellular and Molecular 
Biology. DC: American Society for Microbiology Press, pp 217-261. 
 
Germonprez N., Maes L., Tri M.V., Tuan D.A., Ningh T.N., De Kimpe N., Van Puyvelde L. (2003). 
Antileishmanial saponins from Maesa balanseae. 
Tap Chi Hoa Hoc. 41, pp 125-130. 
 
Germonprez N., Maes L., Van Puyvelde L., Van Tri M., Tuan D.A., Ningh T.N., De Kimpe N. (2005). In 
vitro and in vivo anti-leishmanial activity of triterpenoid saponins isolated from Maesa balansae and some 
chemical derivatives. J. Chem. Med. 48, 1, pp 32-37. 
 
  221
Giner J.L., Jaun B., Arigoni D. (1998). Biosynthesis of isoprenoids in Escherichia coli: The fate of the 3-H and 
4-H atoms of 1-deoxy-D-xylulose. Chem. Comm. pp 1857- 1858. 
 
Gresham A.C.J. et Booth K. (1991). Poisening of sheep by goat’s rue. Vet. Record. 129, pp 197-198. 
 
Guibourt N.J.B.G. (1870). Histoire Naturelle des Drogues Simples. Paris, Ed. La Maison rustique. 
 
Guignard J.L. (1996). Abrégés de Biochimie végétale. Paris, Ed. Masson. 
 
Gustafsson J.A.(1999). Estrogen receptor β - a new dimension in estrogen mechanism of action. J. Endocrinol. 
163, pp 379-383. 
 
Hata K., Hori K., Ogasawara H., Takahashi S. (2003). Anti-leukemia activities of Lup-28-al-20(29)-en-3-
one, a lupane triterpene. Toxicol. Lett. 143, 1, pp 1-7. 
 
Hecht S., Eisenreich W., Adam P., Amslinger S., Kis K., Bacher A., Arigoni D., Rohdich F. (2001) Studies 
on the non mevalonate pathway to terpenes: the role of the GcpE (IspG) protein. PNAS. 98, 26, pp 14837-14842. 
 
Hegnauer R. (1990). Chemotaxonomie Der Pflanzen. Berlin, Birkhäuser Verlag. Band 9, p 538. 
 
Heiss H. (1968). Clinical and experimental contribution on the question of the lactogenic effect of Galega 
officinalis. Wien. Med. Wochenschr. 118, pp 546-548. 
 
Herrera J.B.R., Bartel B., Wilson W.K., Matsuda S.P.T. (1998). Cloning and characterization of the 
Arabidopsis thaliana lupeol synthase gene. Phytochemistry. 49, pp 1905-1911. 
 
Himmeldirck K., Kennedy I.A., Hill R.E., Sayer B.G., Spenser I.A. (1996). Chem. Comm. p 1187 dans 
Rohmer (1999). 
 
Hintz M., Reichenberg, A., Altincicek B., Bahr U., Gschwind R.M., Kollas, A.K., Beck E., Wiesner J., 
Eberl M., Jomaa H. (2001). FEBS Lett.  509, pp 317-322 dans Begley 2004. 
 
Holmes F.A. (1995). Update: the M.D. Anderson Cancer Center experience with paclitaxel in the 
management of breast carcinoma. Semin. Oncol. 23 (3 suppl 6), pp 101-104 dans Eisenreich (2001). 
 
Hoshino T. et Sato T. (2002). Squalene-hopene cyclase : catalytic mechanism and substrate recognition. Chem. 
Commun. pp 291-301. 
 
Hostettmann K. et Marston A. (1995). Saponins. Cambridge, University Press. 
 
Huguet A.I., Del Carmen Recio M., Manez S., Giner R.M., Rios J.L. (2000). Effect of triterpenoids on the 
inflammation induced by protein kinase C activators, neuronally acting irritants and other agents. Eur. J. 
Pharmacol. 410, 1, pp 69-81. 
 
Husselstein-Muller T., Schaller H., Benveniste P. (2001). Molecular cloning and expression in yeast of 2,3-
oxidosqualene-triterpenoid cyclases from Arabidopsis thaliana. Plant Mol. Biol. 45, pp 75-92. 
 
Hwang B.Y., Chai H.B., Kardono S.R., Riswan S., Farnsworth N.R., Cordell G.A., Pezzuto J.M., 
Kinghorn A.D. (2003). Cytotoxic triterpenes from the twigs of Celtis philippinensis. Phytochemistry. 62, pp 
197-201. 
 
Itoh D., Kawano K., Nabeta K. (2002). Biosynthesis of Chloroplastidic and Extrachloroplastidic Terpenoids in 
Liverwort Cultured Cells: 13C Serine as a Probe of Terpene Biosynthesis via Mavalonate and Non-mevalonate 
Pathways. J. Nat. Prod. 66, pp 332-336. 
 
Jeong H.G, Choi C.Y., Chung Y.C., Jung K.S., Kim H.G., Jeong T.C., Lee E.S. (2004). Effects of hepatic 
cytochrome P450 by glycyrrhizin and beta-glycyrrhetinic acid in mice. Abstracts of Papers, 227th ACS National 
Meeting, Anaheim, CA, United States. 
 
  222
Jomaa H., Wiesner J., Sanderbrand S., Altincicek B., Weidemeyer C., Hinrz M., Turbachova I., Eberl M., 
Zeidler J., Lichtenthaler H.K., Soldati D., Beck E. (1999). Inhibitors of the nonmevalonate pathway of 
isoprenoid biosynthesis as antimalarial drugs. Science. 285, pp 1573-1575. 
 
Keeler R.F., Baker D.C., Panter K.E. (1992). Concentration of galegine in Verbesina encelioides and Galega 
officinalis and the toxic and pathologic effects induced by the plants. J. Environ. Pathol. Toxicol. Oncol. 11, 2, 
pp 75-81. 
 
Kessler A. et Baldwin I.T. (2001). Defensive function of herbivore-induced plant volatile emissions in nature. 
Science. 291, pp 2141-2144. 
 
Kimizigül S., Anil H., Uçar F., Akdemir K. (1996). Antimicrobial and Antifungal Activities of Three New 
Triterpenoid Glycosides. Phytoter. Res. 10, 3, pp 274-276. 
 
Kinjo J., Miyamoto I., Murakami K., Kida K., Tomimatsu T., Yamasaki M., Nohara T. (1985). Oleanene-
Sapogenols from Puerariae Radix. Chem. Pharm. Bull. 33, pp 1293-1296. 
 
Kinjo J., Yokomiso K., Hirakawa T., Shii Y., Nohara T., Uyeda M. (2000 (a)). Studies on the antiherpetic 
drugs – Part 2. Anti-herpes virus activity of fabaceaous triterpenoidal saponins. Biol. Pharm. Bull. 23, 7, pp 887-
889. 
 
Kinjo J., Ikeda T., Okawa M;, Udayama M., Hirakawa T., Shii Y., Nohara T. (2000 (b)). Hepatoprotective 
and hepatotoxic activities of sophoradiol analogs on rat primary liver cell cultures. Biol. Pharm. Bull. 23, 9, pp 
1118-1121. 
 
Kitagawa I., Yoshikawa M., Wang H.K., Saito M., Tosirisuk U., Fujiwara T., Tomita K. (1982). Revisions 
of the structure of the sapogenols. Chem. Pharm. Bull. 30, pp 2294. 
 
Kollas A.K., Duin E.C., Eberl M., Altincicek B., Hintz M. , Reichenberg A., Henschker D., Henne A., 
Steinbrecher I., Ostrovsky D.N., Hedderich R., Beck E., Jomaa H., Wiesner J (2002). FEBS Lett. 532, pp 
432-436 dans Begley (2004). 
 
Krieg S.A., Krieg A.J., Shapiro D.J. (2001). A unique Downstream Estrogen Responsive Unit Mediates 
Estrogen induction of proteinase Inihibitor-9, A Cellular inhibitor of IL-1beta Converting Enzyme (Capsase 1). 
Molec. Endocrinol. 15, pp 1971-1982. 
 
Krieg A.J., Krieg S.A. Ahn B.S., Shapiro, D.J. (2004). Interplay Between Estrogen Response Element 
Sequence and Ligands Controls In Vivo Binding of Estrogen receptor to Regulated Genes. J. Biol. Chem. 279, 6, 
pp 5075-5034. 
 
Kuiper G.G., Enmark E., Pelto-Huikko M., Nilsson S., Gustafsson J.A. (1996). Cloning of a novel estrogen 
receptor expressed in rat prostate and ovary. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93, pp 5925-5930. J. Pharmacol. Exp. 
Ther. 289, pp 72-78 dans Kinjo (2000 (a)). 
 
Kurokawa M., Basnet P., Ohsugi M., Hozumi T., Kadota S., Namba T., Kawana T., Shiraki K. (1999). 
Anti-herpes simplex virus activity of moronic acid purified from Rhus javanica in vitro and in vivo. J. 
Pharmacol. Exp. Ther. 289, 1, pp 72-78. 
 
Kushiro T., Shibuya M., Masuda K., Ebizuka Y. (2000). A novel multifunctional triterpene synthase from 
Arabidopsis thaliana. Tetrahedron Lett. 41, pp 7705-7710. 
 
Kuzuyama T., Shimizu T., Takahashi S., Seto H. (1998). Fosmidomycin, a specific inhibitor of 1-deoxy-D-
xylulose 5-phosphate reductoisomerase in the non-mevalonate pathway for terpenoid biosynthesis. Tetrahedron 
Lett. 39, pp 7913-1916. 
 
Kuzuyama T., Takagi M., Kaneda K., Watanabe H., Dairi T., Seto H. (2000). Studies on the nonmevalonate 
pathway: conversion of 4-(cytidine 5’-diphospho)-2-methyl-D-erythritol to its 2-phospho derivate by 4-(cytidine 
5’-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol kinase. Tetrahedron Lett. 41, pp 2925-2928. 
  223
 
Kuzuyama T. (2002). Mevalonate and Nonmevalonate Pathways for the Biosynthesis of isoprene Units. Biosci. 
Biotechnol. Biochem. 66, 8, pp 1619-1627. 
 
Knight D.C., Eden J.A. (1996). A review of the clinical effects of phytoestrogens. Obstet. Gynecol. 87, pp 897-
904. 
 
Lampe J.W. (1999). Am. J. Clin. Nutri. 70, pp 475S-490S dans Moghadasian (2000). 
 
Lapinina et Sisoeva (1964). Farmatsevt Zh. 19, pp 52-58 dans Vigneau (1985). 
 
Larousse (1997). Encyclopédie des Plantes Médicinales. Paris, Ed. Larousse. p 212. 
 
Le Bail J.C, Champavier Y., Chulia A.J., Habrioux G. (2000). Effects of Phytoestrogens on Aromatase, 3 
and 17-Hydroxysteroid Dehydrogenase Activities and Human Breast Cancer Cells. Life Sciences. 66, 14, pp 
1281-1291. 
 
Le Rosen A.L., Moravek R.T., Carlton J.K. (1952). Ana. Chem. 24: 1335 dans Stahl (1962). 
 
Lewis M. et Carlston A.J. (1917). Alleged galactogogue action of Galega and Nutrolactis. JAMA. 68, pp 1570-
1572. 
 
Lewis J., Kleinsmith Ph. D., Donna Kerrigan M.S, Jeanne K. (2003). Understanding Estrogen Receptors, 
Tamoxifen, and Raloxifene. http://press2.nci.nih.gov/sciencebehind/estrogen/estrogen00.htm 
 
Li L.N., She H., Kamigoori K., Miyoshi T. (1989). Japanese Patent , Jp 01, pp 233, 296. Chemical Abstracts 
112, 84162W, dans Mahato (1997). 
 
Lichtenthaler H.K., Schwender J., Disch A., Rohmer M. (1997). Biosynthesis of isoprenoids in higher plants 
chloroplasts proceed via a mevalonate-independent pathway. FEBS Lett. 400, pp 271-274. 
 
Lichtenthaler H.K. (1999). The 1-Deoxy-xylulose-5-phosphate pathway of isoprenoid biosynthesis in plants. 
Annu. Rev. Physiol. Plant Mol. Biol. 50, pp 47-65. 
 
Lichtenthaler H.K., Zeider J., Schwender J., Muller C. (2000). The non-mevalonate pathway isoprenoid 
biosynthesis of plants as a test system for new herbicides and drugs against pathogenic bacteria and the malaria 
parasite. Z. Naturforsch. 55, 5-6, pp 305-313. 
 
Liu J.S., Tao Y. (1992). Tetrahedron, 48, p 6793 dans Mahato (1997). 
 
Lu Y. (2003). Adjuvant enhanced immunotherapy. U.S. Pat. Appl. Publ. Patent, 19 pp. 
 
Luis J.G., Echeverri F., Garcia F., Rojas M. (1994). The structure of acnistin B and the immunosuppressive 
effects of acbistins A, B, and E. Planta Med. 60, pp 348-350. 
 
Luthra R., Dubey V.S., Kumar S. (1999). Is 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A reductase the key 
regulatory enzyme in isoprenoid biosynthesis in higher plants? J. Med. Arom. Plant Sci. 21, pp 647-649. 
 
Ma C., Nakamura N., Hattori M. (2000). Chemical modification of oleanane type triterpenes and their 
inhibitory activity against HIV-1 protease dimerization. Chem. Pharm. Bull. 48, 11, pp 1681-1688. 
 
Mabberley D.J. (1987). The Plant Book. A portable dictionary of the higher plants. Cambridge, Cambridge 
University Press. 
 
MacGregor J.I. et Jordan C. (1998). Basic guide to the mechanisms of Antiestrogen Action. Pharmacol. Rev. 
50, 2, pp 151-196. 
 
Mahato S.B. et Sucharita S. (1997). Advances in triterpenoids Research, 1990-1994. Phytochemistry. 44, 7, pp 
1185-1236. 
  224
 
Manceau P. (1946). Précis de Matière Médicale. Paris, Ed. Maloine, pp 1092-1093 et p 1286. 
 
Martin V.J.J., Pitera D.J., Withers S.T., Newman J.D., Keasling J.D. (2003). Engineering a mevalonate 
pathway in Escherichia coli for production of terpenoids. Nat. Biotechnol. 21, 7, pp 796-802. 
 
Mc Caskill D. et Croteau R. (1998). Some caveats for bioengineering terpenoid metabolism in plants. Trends 
Biotechnol. 16, pp 349-355. 
 
Merck E. (1975). Révélateurs pour la chromatographie en couches minces et sur papier. Darmstadt, Ed. E. 
Merck. 
 
Michel A. (1999). Dictionnaire de Botanique. Paris, Ed. Encyclopædia Universalis. pp 611-617, 1112-1117, 
1231, 1239-1254, 1281-1290. 
 
Milborrow B. et Lee H. (1998). Endogenous biosynthetic precursors of (+)-abscisic acid. VI. Carotenoids and 
ABA are formed by the non-mevalonate triose-pyruvate pathway in chloroplasts. Aust. J. Plant Physiol. 25, pp 
507-512, ou www.publish.csiro.au/index. 
 
Moghadasian M. (2000). Pharmacological properties of plant sterols. In vivo and in vitro observations. Life 
Sciences. 67, pp 605-615. 
 
Morita M., Shibuya M., Kushiro T., Masuda K., Ebizuka Y. (2000). Molecular cloning and functional 
expression of triterpene synthases from pea (Pisum sativum) – new alpha-amyrin-producing enzyme is a 
multifunctional expression triterpene synthase. Eur. J. Biochem. 267, pp 3453-3460. 
 
Morquer R., Rivals P., Andral L. (1953). Une plante dangereuse pour le Bétail : le Galega officinalis. Revue 
de Médecine vétérinaire. pp 327-342. 
 
Mueller S.O. (2002). Overview of in vitro tools to assess the estrogenic and antiestrogenic activity of 
phytoestrogens. J. Chromatogr. B Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 777, pp 155-165. 
 
Müller A., Diemann E., Sassenberg P. (1988). Chromium content of medicinal plants used against diabetes 
mellitus type II. Naturwissenschaften. 75, 3, pp 155-156. 
 
Murkies A.L., Wilcox G., Davis S.R. (1998). Phytoestrogens. J. Clin. Endocrinol.Metab. 83, 2, pp297-303. 
 
Nagegowda D.A., Bach T.J., Chye M.L. (2004). Brassica juncea HMG-CoA synthase 1: expression and 
characterization of recombinant wild-type and mutant enzymes.Biochem. J. pp 1470-8728. 
 
Nagumo A., Takanashi K., Hojo H., Suzuki Y. (1991). Cytotoxicity of bacteriohopane-32-ol against mouse 
leukemia L1210 and P388 cells in vitro. Toxicol; Lett. 58, 3, pp 309-313. 
 
Ndom Kouam J.C., Vardamides J.C., Wansi J.D., Kamdem W., Mbafor J.T., Fomum Z.T. (2001). 
Constituents of Erythrina sigmoidea. 15, 2, pp 151-156. 
 
Nikiéma J.B., Vanhaelen-Fastré R., Vanhaelen M., Fontaine J. De Graef C., Heenen M. (2001). Effects of 
Antiinflammatory Triterpenes Isolated from Lepdenia hastate Latex on Keranocyte Proliferation. Phytoter. Res. 
15, pp 131-134. 
 
Oh M., Choi Y.H., Choi S., Chung H., Kim K., Kim S.I., Kim D.K., Kim N.D. (1999). Anti-proliferating 
effects of ginsenoside Rh2 on MCF-7 human breast cancer cells. Int. J. Oncol. 14, 5, pp 869-875. 
 
Ososki A.L. et Kennelly E.J. (2003). Phytoestrogens : a Review of Present State of Research. Phytother Res. 
17, pp 845-869. 
 
  225
Ostrovsky D., Diomina G., Lysak E., Matveeva E., Ogrel E., Trutko S. (1998). Effect of oxidative stress on 
the biosynthesis of 2-C-methyl-D-erythritol-2,4-cyclopyrophosphate and isoprenoids by several bacterial strains. 
Arch. Microbiol. 171, pp 69-72. 
 
Paech K. et al. (1997). Differential ligand activation of estrogen receptors ERalpha and ERbeta at AP-1 sites. 
Science. 277, pp 1508-1510. 
 
Palit P., Furman B.L., Gray A.I. (1999). Novel Weight-Reducing Activity of Galega officinalis in Mice. J. 
Pharm.Pharmacol. 51, pp 1313-1319. 
 
Paris R.R. et Moyse H. (1967, 1971). Précis de Matière Médicale. Paris, Ed. Masson et Cie. pp 239-243, pp 
335-336, p 346. 
 
Parturier G. et Hugenot G. (1935). Galega in diabetes treatment. Presse méd. 43, pp 258-260. 
 
Perez Guttierez R.M. et Vargas S. R. (2002). Triterpenes from Agarista mexicana as Potential Antidiabetic 
Agents. Phytother. Res. 16, pp 55-58. 
 
Perrot E. (1943-1944). Matières premières Usuelles du Règne Végétal. Thérapeutique – Hygiène - Industrie. 
Paris, Ed. Masson et Cie. Tome II, pp 1399-1561. 
 
Perrot E. et Paris R. (1971). Les Plantes Médicinales. Paris, Ed. Presse Universitaire de France. 
 
Piel J., Donath J., Bandermer K., Boland W. (1998). Mevalonate-independent biosynthesis of terpenoid 
volatiles in plants : induced and constitutive emission of volatiles. Angew. Chemi. Int. Ed. Engl. 37, pp 2478-
2481 dans Eisenreich (2004). 
 
Planchon L., Bretin P., Manceau P. (1906). Précis de matière médicale. Paris, Ed. Maloine. Tome II, pp 1286. 
 
Prasain J.K., Kadota S., Basnet P., Hase K., Namba T. (1996). Hepatoprotective effects of Panax 
notoginseng: Ginsenosides –Re ang –Rg1 as its active constituents in D-galactosamine/lipopolysaccharide-
induced liver injury. Phytomedicine. 2, 4, pp 297-303. 
 
Pundarikakshudu K. (1994). Studies on the hypoglycaemic activity of Galega officinalis (goat’s rue). 
Fitoterapia. 65, 5, pp 423-426. 
 
Pundarikakshudu K., Jayvaden K.P., Munira S.B., Deans, S.G. (2001). Anti-bactérial activity of Galega 
officinalis L. (Goat’s Rue). J. Ethnopharmacol. 77, pp 111-112. 
 
Puyt J.D., Faliu L., Keck G., Gedfrain J.C., Pinault L., Tainturier D. (1981). Fatal poisoning of sheep by 
Galega officinalis L. Vet. Hum. Toxicol. 23, pp 410-412. 
 
Qureshi N. et Porter J.W. ( 1981). Conversion of acétyl-coenzyme A to isopentenyl pyrophosphate. Dans 
Boucher (2000). 
 
Recio M.C., Giner R.M., Manez S., Rios J.L. (1995). Structural requirements for the anti-inflammatory 
activity of natural triterpenoids. Planta Med. 61, 2, pp 182-185. 
 
Reichenberg A., Hintz M., Kletschek Y., Kuhl T., Haug C., Engel R., Moll J., Ostrovsky D.N., Jomaa H., 
Eberl M. (2003). Bioorg. Med. Chem. Lett. 13, pp 1257-1260 dans Begley (2004). 
 
Reuter G., Barthel A., Steiniger J. (1969). Metabolism of guanidine acetic acid in Galega officinalis L. 
Pharmazie. 24. 
 
Ricca G.S., Danieli B., Palmisano G. (1978). Carbon-13 NMR Spectra of some Pentacyclic Triterpenoids with 
the Olean-12-ene and 18-Olean-12-ene Skeleton. Org. Magn. Reson. 11, 4, pp 163-166. 
 
Richard S.B., Ferrer J.L., Bowman M.E., Lillo A.M., Tetzlaff C.N., Cane D.E., Noel J.P. (2002). Structure 
and Mechanism of 2-C-Methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate Synthase. J. Biol. Chem. 8, pp 8667-8672. 
  226
 
Ridges L., Sunderland R., Moerman K., Meyer B., Astheimer L., Howe P. (2001). Cholesterol lowering 
benefits of soy and linseed enriched foods. Asia Pacific J. Clin. Nutrition. 10, 3, pp 204-211. 
 
Ridoux O., Di Giorgio C., Delmas F., Elias R., Mshvildadze V., Dekanosidze G., Kemertelidze E., 
Balansard G., Timon-David P. (2001). In vitro Antileishmanial Activity oh Three Saponins Isolated from Ivy, 
-Hederin, -Hederin and Hederacolchiside A1, in Association with Pentamidine and Amphotericin B. Phytor. 
Res. 15, pp 298-301. 
 
Rodriguez-Conception M., Campos N., Lois L.M., Maldonado C., Hoeffler J.F., Grosdemange-Billiard C., 
Rohmer M., Boronat A. (2000). Genetic evidence of branching in the isoprenoid pathway for the production of 
isopentenyl diphosphate and dimethyllallyl diphosphate in Escherichia coli. FEBS Lett. 473, pp 328-332. 
 
Rodriguez-Conception M et Boronat A. (2002). Elucidation of the Methylerythritol Phosphate pathway for 
Isoprenoid Biosynthesis in Bacteria and Plastids. A metabolic Milestone Achieved through genomics. Plant 
Physiol. 130, pp 1079-1089. 
 
Rodwell V.W., Beach M.J., Bischoff K.M., Bochar D.A., Darnay B.G., Friesen J.A., Gill J.F., Hedl M., 
Jordan-Starck T., Kennelly P.J., Kim D.Y., Wang Y. (2000). 3-hydroxy-3-methylglutary-CoA reductase. 
Methods Enzymol. 324, pp 259-280. 
 
Rohdich F., Wungsintaweekul J., Fellermeier M., sagner S., Herz S., Kis K. (1999). Cytidine 5’-
triphosphate-dependent biosynthesis of isoprenoids: YgbP protein of Escherichia coli catalyses the formation of 
4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 96, pp 11758-11763. 
 
Rohdich F., Hecht S., Gartner K., Adam P., Krieger C., Amslinger S., Arigoni D., Bacher A., Eisenreich 
W. (2001). Studies on the nonmevalonate terpene biosynthetic pathway: Metabolic role of IspH (LytB) protein. 
PNAS. 99, 3, pp 1158-1163. 
 
Rohmer M., Knani M., Simonin P., Sutter B., Sahm H. (1993). Isoprenoid biosynthesis in bacteria: a novel 
pathway for the early steps leading to isopentényl diphosphate. Biochem. J. 295 (Part 2), pp 517-524. 
 
Rohmer M., Seeman M., Horbach S., Bringer-Meyer S., Sahm H. (1996). Glyceraldehyde 3-phosphate and 
pyruvate as precursors of isoprenic units in an alternative non-mevalonate pathway for terpenoid biosynthesis. J. 
Am. Chem. Soc. 118, pp 2564-2566. 
 
Rohmer M. (1999). The discovery of a mevalonate-independent pathway for isoprenoid biosynthesis in bacteria, 
algae and higher plants. Nat. Prod. Rep. 16, 5, pp565-574. 
 
Rowlands J.C., Berhow M.A., Badger T.M. (2002). Estrogenic and antiproliferative properties of soy 
sapogenols in human breast cancer cells in vitro. Food Chem. Toxicol. 40, pp 1767-1774. 
 
Ruzicka L. (1963). Perspectives of the biogenesis and chemistry of terpenes. Pure Appl. Chem. 6, pp 493-522. 
 
Safayhi H., Rall B., Sailer E.R., Ammon, H.P.T. (1997). Inhibition by boswellic acids of human leukocyte 
elastase. J. Pharmacol. Exp. Ther. 281, 1, pp 460-463. 
 
Sasaki K., Minowa N., Kuzuhara H., Nishiyama S., Omoto S. (1997). Synthesis and hepatoprotective effects 
of soyasapogenol B derivates. Bioorg. Med. Chem. Lett. 7, 1, pp 85-88. 
 
Schwarz MK. (1994). Terpen-Biosynthese in Ginkgo biloba : eine überraschende Geschichte. Ph. D. 
Eidgenössische TechnischebHochschule, Zurich dans Arigoni (1997). 
 
Schwender J., Seeman M., Lichtenthaler H.K., Rohmer M. (1996). Biosynthesis of Isoprenoids (Carotenoids, 
Sterols, Prenyl Side-chains of Chlorophylls and Plastoquinone) via a Novel Pyruvate/Glyceraldehyde-3-
phosphate Non-mevalonate Pathway in the Grenn Alga Scenedesmus obliquus. Biochem. J. 316, pp 73-80. 
 
Sée P. (1929). Modern treatment of diabetes. Rev. Méd. 46, pp 503-525. 
 
  227
Segura M.J.R., Meyer M.M., Matsuda S.P.T. (2000). Arabidopsis thaliana LUP1 converts oxidosqualene to 
multiple triterpene alcohols and a triterpene diol. Organic Lett. 2, pp 2257-2259. 
 
Shambrom E. (1992). US Patent, US 5, 128, p 150. Chemical abstracts, 117, 178293V. Dans Mahato (1997). 
 
Shibata S. (2001). Chemistry and cancer preventing activities of ginseng saponins and some related triterpenoid 
compounds. J. Korean Med. Sci. 16 (suppl.), pp S28-S37. 
 
Shibuya M., Zhang H., Endo A., Shishikura K., Kushiro T., Ebizuka Y. (1999). Two branches of lupeol 
synthase in the molecular evolution of plant oxidosqualene cyclases. Eur. J. Biochem. 266, pp 302-307. 
 
Shiraki H. (1995). Wakan-Iyaku Gaku Zasshi. 12, pp 24-28 dans Kinjo (2000(a)). 
 
Simões C.M.O., Amoros M., Girre L. (1999). Mechanism of Antiviral Activity of triterpenoid Saponins. 
Phytoter. Res. 13, pp 323-328. 
 
Simon A., Delage C., Saux M., Chulia A.J., Najida A., Rigaud M. (1992). Acta Crystallogr. Sec. C. 48, p 726 
dans Mahato (1997). 
 
Singh B. et Dubey M.M. (2001). Estimation of Triterpenoids from Heliotropium marifolium Koen. Ex Retz. In 
vivo and In vitro. I. Antimicrobial Screening. Phytoter. Res. 15, pp 231-234. 
 
Silverstein R.M., Basler G.C, Morill T.C. (1998). Identification spectrométrique de composés organiques. 
Traduction de la 5° édition américaine. Paris, Bruxelles, Ed. De Boek Université. 
 
Soule H.D. et McGrath C.M. (1980). Estrogen responsive proliferation of clonal human breast carcinoma cells 
in athymic mice. Cancer Lett. 10, pp 177-189. 
 
Spichiger R.E., Savolainen V.V., Figeat M. (2000). Botanique systématique des plantes à fleurs. Une approche 
phylogénétique nouvelle des Angiospermes des régions tempérées et tropicales. Lausanne, Ed. Presses 
Polytechniques et Universitaires Romandes. pp 25, 29, 56, 85, 182-187. 
 
Stahl E. (1962). Thin-Layer Chromatography. Berlin, Haidelberg, New York, Ed. (2), Stahl Springer-Verlag. 
 
Suh N., Wang Y., Honda T. et al. (1999). A novel synthetic oleanane triterpenoid, 2-cyano-3,12-dioxoolean-
1,9-dien-28-oic acid, with potent differentiating, antiproliferative, and anti-inflammatory activity. Cancer Res. 
59, 2, pp 336-341. 
 
Suvachittanont W. et Wititsuwannakul R. (1995). 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A synthase in 
Hevea brasiliensis. Phytochemistry. 40, pp 757-761. 
 
Swerdlow J.L. (2000). NATURE & MEDECINE. Les plantes qui guérissent. National Geographic Society. p 
357. 
 
Szekeres M., Nemeth K., Koncz-Kalman Z., Mathur J, Kauschmann A., Altmann T., Redei G.P., Nagy F., 
Schell J., Koncz C. (1996). Brassinosteroids rescue the defisciency of CYP90, a cytochrome P450, controlling 
celle elongation and de-etiolation in Arabidopsis. Cell. 85, pp 171-182. 
 
Takahashi S., Kuzuyama T., Watanabe H., Seto H. (1998). A 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate 
reductoisomerase catalysing the formation of 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate in an alternative 
nonmevalonate pathway for terpenoid biosynthesis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95, pp 9879-9884. 
 
Takhtajan A. (1997). Diversity and Classification of Flowering Plants. New York, Columbia Univ. Press ou 
http://www.csdl.tamu.edu/FLORA/newgate/takh1ang.htm. 
 
Tanaka R., Minami T., Ishikawa Y., Matsunaga S., Tokuda H., Nishino H. (2003). Cancer chemopreventive 
activity of serratane-type triterpenoids on two-stage mouse skin carcinogenesis. Cancer Lett.. 196, pp 121-126. 
 
  228
Testa C.A. et Brown M.J. (2003). The methylerythritol phosphate pathway and its signifiance as a novel drug 
target. Curr. Pharm. Biotechnol. 4, 4, pp 248-259. 
 
Tham D.M., Gardner C.D., Haskell W.L. (1998). Potential Health Benefits of Dietary Phytoestrogens: A 
Review of The Clinical, Epidemiological, and Mechanistic Evidence. J. Clin.Endocrinol. Metab. 83, 7, pp 2223-
2235. 
 
Thomé O.W. (1885). Flora von Deutschland, Österreich und der Schweiz. In wort und Bild für Schule und 
Haus. http://caliban.mpiz-koeln.mpg.de/~stueber/thome/Alphabetical_list.html 
 
Topçu G., Türkmen Z., Ulubelen A., Schilling J.K., Kingston DG.I. (2004). Highly Hydroxylated Triterpenes 
from Salvia kronenburgii. J. Nat. Prod. 67, pp 118-121. 
 
Tokuyama C.T., Hayashi Y., Nishizama M., Tokaka S., Chairul S.M., Hayashi Y. (1991). Applomoxidic 
acids A,B,C and D, biologically active tetracyclic triterpenes from Ganoderma applanatum. Phytochemistry. 30, 
pp 4105-4109. 
 
Trapp S.C. et Croteau R.B. (2001). Genomic Organization of Plant Terpene Synthases and Molecular 
Evolutionary Implications. Genetics, 158, pp 811-832. 
 
Van der Schouw Y.T., De Kleijn M.J.J, Peeters P.H.M., Grobbee D.E. (2000). Phyto-oestrogens and 
cardiovascular disease risk. Nutr. Metab. Cardiovasc. Dis. 10, pp 154-167. 
 
Van Geldre E., Vergauwe A., Van den Eeckhout E. (1997). State of the art of the production of the 
antimalarial compound artemisinin in plants. Plant Mol. Biol. 33, 2, pp 199-209 dans Eisenreich (2001). 
 
Vigneau C. (1985). Plantes médicinales. Thérapeutique – Toxicité. Paris, Ed. Masson. pp 42-43. 
 
Wagner H., Bladt S., Zgainsky, E.M. (1984). Plant drug analysis. A thib layer chromatography. Berlin, 
Heidelberg, new-York, Tokyo, Ed. Springer-Verlag. 
 
Wegener A., Gimbel W., Werner T., Hani J.E., Ernst D., Sandermann H.J. (1997). Molecular cloning of 
ozone-inducible protein from Pinus sylvestris L. with high sequence similarity to vertebrate 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA-synthase. Biochim. Biophys. Acta. 1350, pp 247-252. 
 
Weihua Z., Andersson S., Cheng G., Simpson E.R., Warner M., Gustafsson J.A. (2003). Update on estrogen 
signaling. FEBS Lett. 546, 1, pp 17-24. 
 
Weiss R.F (1985). Herbal Medecine. Stuttgart, AB Arcanum. pp 275-276, p 318. 
 
Wendt K.U., Lenhart A., Schulz G.E. (1999). The structure of the membrane proein squalene-hopene cyclase 
at 2.0 angstrom resolution. J. Mol. Biol. 286, pp 175-187. 
 
Wendt K.U., Schulz G.E., Corey E.J., Liu D.R. (2000). Mechanismen der enzymatischen Bildung 
polycyclischer Triterpene. Angew. Chemie. 112, pp 2930-2952. 
 
Wichtl M. et Anton R. (1999). Plantes thérapeutiques. Paris, Ed. Tec & Doc, pp 211-213. 
 
Yajima S., Nonaka T., Kuzuyama T., Seto H., Ohsawa K. (2002). Crystal structure of 1-deoxy-D-xylulose 5-
phosphate reductoisomerase complexed with cofactors: Implications for a flexible loop movement upon 
substrate binding. J. Biochem. 131, pp 313-317. 
 
Yamaguchi K. (1970). Spectral Data of Natural Products. Vol. 1. Amsterdam London New York, Ed. Elsevier 
Publishing Company. 
 
Yang C.Z. et Bittner G.D. (2002). Effects of some dietary phytoestrogens in animal studies: review of a 
confusing landscape. Lab. Animal. 31, pp 43-48. 
  229
 
Yang J. et Ju J. (2002). Cyclobornane triterpenoid saponin compound and its application in immunosuppression 
and treating tumor.Faming Zhuanli Shenqing Gongkai Shuomingshu. Brevet n° CN 1342656. 21 pp. 
 
Yokota A. et Sasajima K. (1986). Formation of 1-deoxy-1-ketoses by pyruvate dehydrogenase and aceton 
dehydrogenase. Agr. Biol. Chem. 61, pp 2517-2524. 
 
Xu R., Fazio G.C., Matsudu S.P.T. (2004). On the origins of terpenoid skeletal diversity. Phytochemistry. 65, 
pp 261-291. 
 
Zava D.T. et Duwe G. (1997). Estrogenic and antiproliferative properties and other flavonoids in human breast 
cancer cells in vivo. Nutr. Cancer. 27, pp 31-40. 
 
 
 
 
http://perso.wanadoo.fr/xochil.mle 
http://www.f-lohmueller.de/botany/fam/l/Leguminosae.htm 
http://erick.dronnet.free.fr/belles_fleurs_de_france/images/galega.officinalis.htm 
http://www.biam2.org 
http://www.educ.necker.fr/cours/ biologiecellulaire/recepteursHStexte.pdf 
http://www.invitrogen.com 
http://www.sigmaaldrich.com 
http://www.pharmacorama.com 
http://www.kb.u-psud.fr 
http://www.fnclcc.fr 
 
  230
 
 
 
 
 
 
Annexes 
 
 
Matériel et Méthodes 
 
Annexe 1 :préparations pharmaceutiques à base de Galéga officinal 
Annexe 2 : données spectrales des composés Gal-1 et Gal-2 
Annexe 3 : le test de Dunnet 
 
Glossaire 
 
Liste des tableaux, schémas, figures et photographies 
 
Publication 
  231
1. Matériel végétal 
 
Cinq lots de Galega officinal L. ont été utilisés pour mener à bien les travaux 
phytochimiques et les tests d’activités biologiques. 
 
 Trois lots, référencés dans le droguier du laboratoire de Pharmacognosie sous les 
numéros GO-PA-pf, GO-PA-pf2 et GO-PA-pf3, récoltés en Bulgarie respectivement 
en 1996, 2001 et 2002, nous ont été fournis par la société Martin Bauer. Le matériel 
végétal se compose des parties aériennes de Galéga officinal (tiges, feuilles et 
sommités fleuries) récoltées au stade de floraison. 
 
 Un quatrième lot a été collecté par notre équipe en 2001 (région toulousaine proche 
de Rangueil) ; le code GO-PR-0301 a été attribué aux racines récoltées au mois de 
mars 2001. 
 
 Enfin, un cinquième lot, récolté en 2002 par nos soins (région toulousaine proche de 
Blagnac), à trois stades successifs de développement (préfloraison - début floraison – 
fin floraison/ début de fructification). Ces drogues ont été dénommées GO-PA-0602, 
GO-PA-0702 et GO-PR-0902. 
 
Les cinq lots ont fait l’objet des tests d’activité biologique. 
Le lot GO-PA-pf2 a servi à l’étude phytochimique présentée au chapitre IV. 
 
L’authentification des drogues a été effectuée au Laboratoire de Pharmacognosie, 
Faculté des Sciences Pharmaceutiques de Toulouse et des échantillons témoins sont conservés 
dans le droguier du Laboratoire sous les références citées ci-dessus. 
 
 
2. Broyage 
 
Le broyage des drogues a été effectuée dans un broyeur à marteaux de type 
FORPLEX. L’utilisation de tamis à mailles de calibre décroissant nous a permis d’aboutir à la 
granulométrie 355. 
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3. Extractions 
 
Les extractions ont été réalisées par macération, sous agitation, à température 
ambiante, dans des solvants de polarité variable. Le système clos est composé d’un réacteur 
en verre d’une capacité de 10 litres. Plusieurs macérations successives se sont avérées 
nécessaires à l’épuisement de la drogue végétale et à l’obtention d’un rendement optimal. La 
mise en contact du solvant avec les particules de poudre à extraire est largement favorisée par 
cette méthode, chaque étape étant d’une durée d’environ 1 heure et demi. 
 
2 kg de poudre de Galéga, lot GO-PA-pf2, ont été extraits par de l’acétone brut pour 
l’étude phytochimique. 
Pour les tests d’activité, les quantités varient, suivant les besoins en extraits, de 
quelques centaines de grammes à 1 kg de poudre végétale. 
 
Les extraits obtenus ont été concentrés à siccité, sous pression réduite, dans des 
évaporateurs rotatifs de type ROTAVAPOR® (BÜCHI). Les extraits secs pesés sont ensuite 
conservés à l’abri de la lumière, de la chaleur et de l’humidité. 
 
 
4. Contrôles chromatographiques 
 
Les contrôles chromatographiques sont effectués lors des étapes successives de 
purifications des molécules afin de s’assurer d’une part de leur suivi, et d’autre part de leur 
état de pureté. 
 
Deux méthodes routinières sont appliquées pour répondre à ces besoins. 
La Chromatographie sur Couche Mince (CCM), mono- ou bidimensionnelle, est 
appliquée systématiquement. 
Lorsque les conditions expérimentales le permettent, la CCM est doublée d’un 
contrôle analytique sur un appareillage de Chromatographie Liquide Haute 
Performance ou CLHP muni d’un détecteur à barrette de diode. 
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4.1. Chromatographie sur Couche Mince 
 
4.1.1. Phase stationnaire 
 
Les supports utilisés sont prêts à l’emploi (plaques de type Merck 60F254 (Art. 
5554). La phase stationnaire, pré-appliquée en fine couche sur des plaques d’aluminium, 
est constituée de silice traitée par un agent chimique émettant une fluorescence à 254 nm. 
Les chromatogrammes sont observées en lumière naturelle, sous lumière U.V. aux 
longueurs d’onde de 254 et 365 nm, avant et après pulvérisation de révélateurs chimiques 
appropriés plus ou moins spécifiques. 
 
4.1.2. Phases mobiles 
 
Les solvants employés pour la préparation des phases mobiles, de marque Prolabo 
et SDS, qualité Rectapur©, ont été fraîchement re distillés par nos soins. Il existe une 
multitude de phases mobiles permettant ainsi une résolution optimale des 
chromatogrammes ; les systèmes suivants sont adaptés aux polarités des composés isolés : 
 
 Tol./AE/MeOH : 80/18/2, V/V/V, 
 CHCl3/MeOH : 95/5, V/V, 
 CHCl3/MeOH: 90/10 V/V, 
 CHCl3/MeOH/H20 : 65/25/4, V/V/V. 
 
 
4.1.3. Révélateurs chimiques 
 
Réactif à la vanilline sulfurique (Le Rosen, 1952, dans Stahl, 1962) 
Réactif dit « universel » ; donne une vision globale et non spécifique du contenu des 
dépôts. 
Composition : - 1 g de vanilline, 
- 2 ml d’acide sulfurique concentré, 
- q.s.p. 100 ml d’éthanol à 95 %. 
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Après pulvérisation, le chromatogramme est chauffé dans une étuve à 105-110°C 
pendant 5 min. Une large gamme de colorations apparaît suivant le type de composé. 
Le bleu ou le violet est souvent caractéristique des composés terpéniques. 
 
Réactif de Liebermann et Burchard (Merck, 1975) 
Réactif pour les 	5-3-stérols et autres stéroïdes et glycosides triterpéniques. 
Composition : - 5 ml d’anhydride acétique, 
- 5 ml d’acide sulfurique concentré, 
- q.s.p. 50 ml d’éthanol à 95 %. 
Ce réactif se prépare à basse température et juste avant emploi. Après pulvérisation et 
chauffage 10 min à 110°C, des fluorescences apparaissent sous UV. 
 
Réactif au Thymol sulfurique (Merck, 1975) 
 Révélateurs des sucres. 
Composition : - 1 g de thymol, 
- 10 ml d’acide sulfurique concentré, 
- q.s.p. 100 ml d’éthanol à 95 %. 
Après pulvérisation et chauffage 5 min à 110°C, une coloration rouge, rose ou orangée 
révèle les sucres et dérivés glycosylés. 
 
Réactif de Neu ou NP/PEG (Wagner et al., 1984). 
Révélateur des flavonoïdes. 
Composition : - 1 g d’acide amino-2-éthylphénylborique, 
- 5 g de macrogol 4000, 
- q.s.p. 100 ml d’éthanol à 95 %. 
Après pulvérisation et chauffage 2 min à 110°C, des fluorescences apparaissent sous 
UV. 
 
 
5. Chromatographies 
 
Le terme de « chromatographie » s’applique à des séparations basées sur des principes 
physico-chimiques (adsorption, exclusion, partage). Les éluats organiques obtenus à l’issue 
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d’une purification sont évaporés à siccité sous pression réduite dans des évaporateurs rotatifs 
de type ROTAVAPOR© (BÜCHI). Les éluats aqueux sont lyophilisés dans un appareil 
LABCONCO©-LYOPHLOCK©. Les échantillons secs sont ensuite conservés dans des 
récipients bien fermés, à l’abri de la lumière et de l’humidité. 
Nous avons eu recours aux techniques de séparation suivantes. 
 
5.1. Chromatographie sur colonne ouverte sous pression atmosphérique (CC) 
 
 Les chromatographies sur colonne ouverte sont souvent employées lors des tous 
premiers stades de purification d’un extrait. Les dimensions utilisées sont en verre et munies 
de robinets en téflon à leur extrémité inférieure. Les proportions des colonnes (diamètre et 
hauteur) varient en fonction de la quantité d’échantillon à fractionner et de la résolution 
souhaitée. 
 L’élution est réalisée par simple gravité à un débit d’environ 1 ml par minute. La 
quantité de phase stationnaire est généralement 30 à 50 fois supérieure à la quantité 
d’échantillon déposée. La hauteur de silice ou de Sephadex® est au moins dix fois supérieure 
au diamètre intérieur de la colonne. L’échantillon est adsorbé au sommet de la colonne après 
dilution dans un minimum de solvant d’élution ou bien après « pastillage » avec de la silice 
60. 
Les supports choisis sont la silice 60 (SDS 60 Å CC, 70-200 µm) ou le Sephadex® 
LH20 (Fluka, 25-100 µm). 
Dans le cas de la silice, la séparation repose sur un principe d’adsorption des 
échantillons sur le support. La silice est un support polaire et la séparation s’effectue en 
fonction de la polarité des molécules. La silice doit être préalablement activée quelques 
heures à l’étuve à 110-120°C. Après refroidissement, la silice est mise en suspension dans le 
solvant d’élution puis versée dans la colonne et tassée par le passage de solvant dans la 
colonne. 
Lorsque le support est le Sephadex®, le travail s’opère sur un principe de 
chromatographie d’exclusion. Ce support est en réalité un système de billes poreuses (dont le 
diamètre des pores est défini) et qui forme un tamis séparant les molécules en fonction de leur 
taille. 
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5.2. Chromatographie sous moyenne pression (CLMP) 
 
 De longueur et de diamètre variables, les colonnes (Büchi) utilisées sont des tubes en 
verre Pyrex épais. Les extrémités sont obturées par des disques métalliques percées sur 
lesquels s’adaptent des tubules résistants aux solvants. 
L’élution est réalisée sous moyenne pression grâce à l’emploi d’une pompe Büchi 688. 
La phase stationnaire employée est de la silice 60 de faible granulométrie (SDS 60 Å CC,     
6-35 µm) préalablement activée (Cf. § 5.1) et refroidie avant sa mise en suspension dans le 
solvant d’élution. Une fois dans la colonne, elle est alors tassée par passage de solvant sous 
pression à un débit de 20 ml par minute. 
Une fois la colonne tassée, l’échantillon est déposé sous la forme d’une pastille 
préparée avec un minimum de silice 60 (70-200 µm). La pompe est ensuite réglée à un débit 
de 10 ml par minute environ. 
 
5.3. Chromatographie sur silice greffée en C-18. 
 
 Les colonnes prêtes à l’emploi dites « cartouches prépackées » que nous avons 
utilisées sont en polypropylène et garnies de silice greffée C18 (Analytichem MEGA BOND 
ELUTTM, VARIAN) jusqu’à une hauteur de 28 mm pour un diamètre de 27 mm ; associées à 
une unité de filtration VAC ELUT SPS 24 (Analytichem International), permettent un réglage 
de débit précis à l’aide d’une molette d’un nanomètre, sous vide contrôlé. 
 Lors de l’emploi de solvants susceptibles d’altérer le polypropylène, la colonne 
est en verre, afin d’éviter la contamination des extraits à purifier. 
 
5.4. Chromatographie liquide haute performance semi-preparative. 
 
 La chaîne CLHP, utilisée pour les étapes finales de purification, est constituée des 
éléments suivants : 
- une pompe MERCK-HITACHI, LaChrom L-7100, à gradient quaternaire, 
- une vanne RHEODYNE 7725i munie d’une boucle de 500 µl, 
- une colonne Lichrospher RP 18 100 Å (125 × 40 mm) ou bien un colonne 
Hypersil C18 120 Å (150×10 mm), 
- un détecteur à barrette de diode, HITACHI-MERCK Lacrhom L-7450, 
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- un intégrateur informatique, MERCK D-7000 HSM. 
Le débit est fixé à 5 ml par minute, le gradient est constitué d’eau et d’acétonitrile, la 
longueur d’onde de détection fixée à 210 nm. 
 
5.5. Chromatographie de partage Liquide/Liquide 
 
 Ce processus physique permet de purifier des molécules ou de fractionner des extraits 
en utilisant les différences de solubilités de certains solvants. L'opération s'effectue dans une 
ampoule à décanter sachant que le volume de celle-ci doit être égal à 2 ou 3 fois le volume à 
extraire.Le système choisi peut être biphasique ou triphasique. Le soluté, solubilisé dans un 
des liquides, se répartit en fonction de son affinité propre pour l'une ou pour l'autre des phases 
liquides non miscibles : c’est le phénomène du partage. 
 
6. Analyses spectrales et mesures physiques 
 
6.1. Pouvoir rotatoire 
 
Les mesures du pouvoir rotatoire sont effectuées à 20°C sur un polarimètre Perkin-
Elmer 241 muni d’une lampe à sodium (
 = 589 nm). Une fois l’appareil étalonné, le composé 
est placé en solution dans une microcellule de 1 cm3. 
 
6.2. Point de fusion 
 
 Les mesures de point de fusion sont réalisées sur un Electrothermal Instrument®. 
 
6.3. Spectrométrie IR 
 
Les spectres d’absorption dans l’infrarouge sont réalisés sur un spectromètre Perkin-
Elmer Paragon 1000 FT-IR (pastilles de KBr). 
 
6.4. Spectrométrie de masse 
 
La spectrométrie de masse est une technique de très haute sensibilité, permettant de 
déterminer la masse moléculaire d’un composé ou de fragments moléculaires après ionisation. 
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Il existe différents modes d’ionisation et leur utilisation dépend de la nature du composé à 
analyser. 
 
6.4.1. Ionisation par Electro Spray (ESI) 
 
L’ionisation est produite par application, à pression atmosphérique, d’un fort champ 
électrique (3 à 6 KeV) sur un liquide traversant un capillaire à faible débit (1-10 µl.min-1). Ce 
champ provoque une accumulation de charges à la surface du liquide, situé à l’extrémité du 
capillaire. La rupture de la phase liquide forme des gouttelettes hautement chargées (spray). 
L’évaporation du solvant contenu dans ces gouttelettes va provoquer leur rétrécissement 
jusqu’au moment où des forces coulombiennes répulsives vont approcher le niveau des forces 
de cohésion de celles-ci et provoquer leur explosion. Ces gouttelettes subissent alors une 
cascade de fissions donnant des gouttelettes de plus en plus petites jusqu’au moment où le 
champ électrique  en leur surface devient suffisant pour provoquer la désorption des ions. Les 
ions, ainsi produits, sont porteurs d’un grand nombre de charges s’il existe plusieurs sites 
ionisables sur la molécule. Cette méthode génère des espèces moléculaires avec peu ou pas de 
fragmentations, rendant ainsi aisée la détermination de la masse moléculaire du composé à 
analyser. 
 Les spectres de masse ESI (en mode positif, ES+) ont été enregistrés sur un appareil 
Perkin-Elmer Sceix API 365 (3.5 kV). 
 
6.4.2. Impact électronique (IE) 
 
Cette technique d’ionisation, encore couramment employée, peut être traumatisante 
pour la molécule. Un faisceau d’électrons de haute énergie bombarde les molécules en phase 
gazeuse et le spectromètre de masse enregistre les impacts d’électrons sous la forme d’un 
spectre d’ions positifs séparés sur la base du rapport masse/charge (m/z). Les fragments sont 
formés à partir de l’ion moléculaire et la plupart d’entre eux portent une charge positive 
unitaire. L’ionisation par impact électronique présente néanmoins un inconvénient quant au 
repérage de l’ion moléculaire, d’intensité souvent très faible voire indétectable. 
 Les spectres de masse ont été réalisés sur un spectromètre Nermag R-10-10 
(champ électrique appliqué : 70 eV). 
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6.4.3. Ionisation chimique par désorption (DCI) 
 
Dans cette technique plus douce, des ions réactifs sont formés à partir de molécules de 
gaz. Les gaz ionisants généralement utilisés sont le méthane, l’iso-butane ou encore 
l’ammoniac. Ces ions primaires formés, présents en excès dans la source, entrent en collision 
avec les molécules dans une partie déterminée de la source (P = 60 Pa), formant une série de 
réactions qui aboutissent à un plasma d’ionisation. Des ions positifs et négatifs peuvent se 
former par réaction chimique avec les ions de ce plasma. 
Sur le spectre, on peut alors détecter des adduits mais aussi des ions pseudo-
moléculaires comme (M+1)+ et (M+18)+ nettement détectables pour des substances non 
volatiles. 
 
6.4.4. Spectrométrie de masse en haute résolution 
 
Les spectres de masse en haute résolution sont enregistrés en Electrospray HR-ES, 
mode positif, sur un appareillage Q-Tef Ultima (WATERS). 
 
6.5. Spectrométrie de RMN 
 
Les spectres de RMN ont été enregistrés sur les spectromètres Bruker ARX-400 et 
Bruker AVANCE-500. Les spectres du proton 1H-NMR ont ainsi été enregistrés aux 
fréquences de 400,13 ou 500,13 MHz, les spectres du carbone 13C-NMR aux fréquences de 
100,61 et 125,76 MHz. Les spectres de RMN 2-D NOESY ont été enregistrés sur l’appareil 
Bruker AVANCE-500. 
Les tubes analytiques possèdent un diamètre de 5 mm. 
Les données sont exploitées par la transformée de Fourier. Les déplacements 
chimiques () sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthylsilane (TMS); les constantes de 
couplage (J) sont exprimées en Herz (Hz). 
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7. Essais pharmacologiques et matériel biologique 
 
7.1. Fiches techniques des méthodes d’évaluation de l’activité œstrogénique 
 
 
 
 
- 8 à 10 rats par groupe à traiter. 
- 2 groupes de contrôle (témoins). 
- 1 groupe par échantillon à 
tester. 
  Solutions de gavage 
- administration => voie orale. 
- volume => 20 ml/kg. 
- fréquence => quotidienne. 
- durée => 3 jours. 
Au matin du 4° jour : sacrifice 
Prélèvement de l’utérus 
Pesée immédiate de l’utérus 
(mg/rat) 
Dessiccation et pesée (mg/rat) 
(étuve 100-120°C - 48 h-) 
FICHE TECHNIQUE 
Tests utérotrophiques sur des rattes immatures (Test de Ruben) 
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T0 – 18 heures 
1,5.105 cellules 
Milieu RPMI + 
T = 0 
Milieu A  
+ tamoxifène 
T1 = T0 + 24 h 
Lavage 
Milieu A + substances. 
T1 + 72 h 
Numération cellulaire 
+ Tamoxifène 
(3 µM) 
6 puits × N plaques 
Triplicata 
de la substance « test » 
(pour 1 dose définie) 
- (6 substances × 4 doses) testées 
- 2 témoins positifs 
- le témoin Tamoxifène 
24 h 
Lavage 
72 h 
NUMERATION CELLULAIRE 
(Coulter Counter) 
Schéma de traitement des cellules MCF-7 
 (Cytotoxicité des 24 substances à tester préalablement évaluée) 
 
 
     Culture cellulaire  
Milieu de culture complet RPMI + SVF (nutriments et stéroïdes) 
+ streptomycine + pénicilline 
60% de confluence (T = 18h) 
Lavage 
Transfert dans milieu A 
(= milieu RPMI + BSA + facteurs de croissance) 
FICHE TECHNIQUE 
Tests de prolifération cellulaire sur la lignée MCF-7 : principe 
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7.2. Evaluation de la cytotoxicité : test du Rouge Neutre 
 
Le test de fixation du Rouge Neutre est un test de viabilité cellulaire et renseigne sur le 
potentiel toxique d’une substance. Simple, d’exécution rapide, il assure une bonne 
reproductibilité et convient parfaitement pour une utilisation routinière. 
 
Détails du protocole 
 
- Les cellules L 929 sont ensemencées sur des plaques de 96 puits (30 000 
cellules/puits) dans le milieu complet (DMEM + 10 % SVF) puis mises à incuber à 
37°C pendant 18 heures dans une atmosphère humide contrôlée (95 % d’air et 5 % de 
CO2). 
- Les cellules sont ensuite lavées avec une solution tampon phosphate à pH 
physiologique (PBS, 200 µl/puits). Les différentes dilutions des substances à tester 
sont alors ajoutés à ces cellules. L’incubation dure 24 heures à 37°C. 
- Une nouvelle étape de rinçage au PBS est effectuée. Les cellules sont ensuite mises à 
incuber durant 3 heures à 37°C avec une solution de rouge neutre à 50 µg/ml. 
- Après avoir éliminé la solution colorante, les cellules sont lavées avec une solution de 
rinçage perméabilisant la membrane cellulaire (formaldéhyde à 4%, CaCl2 1%, eau à 
95%). 
- Le Rouge Neutre fixé dans les cellules est alors extrait en présence d’une solution 
favorisant le re largage du colorant, composée de 1 % d’acide acétique, 5 % de 
méthanol absolu et 49 % d’eau. Les cellules restent en contact avec cette solution 
durant 20 minutes à 37°C. 
- La lecture de la densité optique est effectuée à 540 nm au microspectrophotomètre 
Multiskan. Les résultats sont exprimés en pourcentage de viabilité cellulaire. 
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7.3. Matériel biologique 
 
 Pour les essais in vivo. 
 
 Ethinylestradiol (98%) 
Forme pulvérulente. Conservation à température ambiante, à l’obscurité 
Référence E-4876 (SIGMA). 
 
Carboxyméthylcellulose ou CMC (1%) 
Forme pulvérulente. Viscosité de 1500-3000 cP en solution aqueuse à 1%, 25 °C. 
Référence C5013(°?) (SIGMA). 
 
 Rats femelles 
Souche Sprague-Dawley : espèce couramment employée pour ce type d’essais. 
Age : 3 semaines. Masse : ± 40 g le 1er jour du traitement. 
 
 Pour les tests cellulaires in vitro (cytotoxicité et test de prolifération cellulaire) 
 
Modèles cellulaires employés 
Lignée NCTC L 929 
Origine : fibroblastes de poumon de souris, phénotype adhérent. Cette lignée présente 
l’avantage d’être facile à entretenir en culture cellulaire, car relativement résistante et 
avec un temps de prolifération assez court. Cette lignée est idéale pour des tests de 
cytotoxicité (« ATCC Cells Lines and Hybridomas ». 8th Edition, 1994) 
Référence : L929 (catalogue en ligne sur http://www.invitrogen.com). 
 
Lignée MCF-7 
Origine : cellules épithéliales mammaires tumorales humaines, phénotype adhérent. 
Cette lignée est sensible en culture cellulaire. Les cellules possèdent des récepteurs 
œstrogéniques, la lignée est œstrogénodépendante et couramment employée pour les 
tests d’activité œstrogénique, car relativement résistante et avec un temps de 
prolifération assez court. Cette lignée est idéale pour des tests de cytotoxicité (« ATCC 
Cells Lines and Hybridomas ». 8th Edition, 1994) 
Référence : MCF-7 (catalogue en ligne sur http://www.invitrogen.com). 
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Milieux de culture 
Milieu DMEM enrichi en glucose (4500 mg/l), avec L-glutamine, sans pyruvate, 
sans bicarbonate (=Dulbecco's Modified Eagle Media). 
Ce milieu est un milieu complet et conventionnel qui permet de réduire de 50 à 90 % 
l’adjonction de SVF, sans que cela n’entraîne de perte de performance. L’emploi de ce 
milieu est peu coûteux ; il favorise la croissance cellulaire et accroît la durée de vie du 
sérum. 
Conservation : +2-+8°C. 
Composition : 
 Masse 
moléculaire 
Concentration 
(mg/L) 
Molarité 
(mM) 
Acides aminés 
Glycine 75 30 0.400 
Hypochlorure de L-Arginine 211 84 0.398 
L-Cystine 2HCl 313 63 0.201 
L-Glutamine 146 584 4.00 
Hypochlorure de L-Histidine -H2O 210 42 0.200 
L-Isoleucine 131 105 0.802 
L-Leucine 131 105 0.802 
Hypochlorure deL-Lysine  183 146 0.798 
L-Méthionine 149 30 0.201 
L-Phénylalanine 165 66 0.400 
L-Sérine 105 42 0.400 
L-Thréonine 119 95 0.798 
L-Tryptophane 204 16 0.0784 
L-Tyrosine disodium sel dihydraté 261 104 0.398 
L-Valine 117 94 0.803 
Vitamines 
Chlorure de Choline 140 4 0.0286 
Pantothénate de D-Calcium  477 4 0.00839 
Acide folique 441 4 0.00907 
i-Inositol 180 7.2 0.0400 
Niacinamide 122 4 0.0328 
Hypochlorure de Pyridoxine 204 4 0.0196 
Riboflavine 376 0.4 0.00106 
Hypochlorure de Thiamine 337 4 0.0119 
Sels inorganiques 
Chlorure decalcium (CaCl2) 
(anhyd.) 
111 200 1.80 
Nitrate ferrique (Fe(NO3)3"9H2O) 404 0.1 0.000248 
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Sulfate de magnésium (MgSO4) 
(anhyd.) 
120 97.67 0.814 
Chlorure de potassium (KCl) 75 400 5.33 
 Chlorure de sodium (NaCl) 58 6400 110.34 
Phosphate de sodium monobasique 
(NaH2PO4-H2O) 
138 125 0.906 
Autres composants 
D-Glucose (Dextrose) 180 4500 25.00 
Rouge Phénol 376.4 15 0.0399 
 
Référence : 52100-039 du catalogue GIBCO (http://www.invitrogen.com), 10 l. 
 
 
Milieu RPMI 1640 (1X) LIQUIDE 
Les milieux RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 sont des formulations 
enrichies et conventionnelles pour l’entretien des cellules mammaires, bien 
qu’originellement formulés pour des cultures de cellules en suspension ou encore des 
cultures monocouches de cellules leucémiques humaines (« ATCC Cells Lines and 
Hybridomas ». 8th Edition, 1994 ; http://www.invitrogen.com)). 
Supplément : GlutaMAX™ I. Augmente la viabilité cellulaire, la durée de vie de la 
culture et accroît la stabilité du milieu. 
Conservation : +2°C à +8°C et +1°C à +4°C une fois le milieu préparé (Glutamine, 
SVF et antibiotiques compris) 
Composition : 
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Référence : 61870-010 (GIBCO sur http://www.invitrogen.com), 500 ml. 
 
Lors de la préparation, on additionne au RMPI 5% de SVF additionné d’antibiotiques 
(1 % de pénicilline-streptomycine). La croissance cellulaire est stimulée. 
  247
 Milieu A 
Correspond au milieu complet RPMI dépourvu de SVF mais additionné de facteurs de 
croissance définis (SBA, transferrine et insuline). Le SBA est moins riche en 
nutriments que le SVF. Ce transfert vers un milieu moins riche provoque une 
synchronisation des cellules en culture. La culture synchronisée, il est possible 
d’étudier l’action de facteurs externes sur le cycle cellulaire. 
 
Solution de coloration au Rouge Neutre 
Le Rouge Neutre est un colorant vital faiblement cationique qui pénètre dans les cellules par 
diffusion non ionique. Il s’accumule dans les lysosomes des cellules vivantes par un 
mécanisme actif ou passif (Borefreund et Puerner, Toxicol. Lett., 1985, 24, pp119-124.) et 
peut ensuite être quantifié, après re largage, au spectrophotomètre à 540 nm. 
Conservation : dessiccation recommandée, + 2°C-+8°C à l’abri de la lumière. 
Référence : TOX4 (SIGMA) 
 
Solution de lavage : Dulbecco’s Tampon Phosphate Saline (= D-PBS). 
Les lavages des cultures sont effectués avec une solution tampon phosphate à pH 
physiologique. 
Tous les PBS GIBCO® (Phosphate-Buffered Salines) contiennent du phosphate de potassium 
monobasique, du chlorure de sodium et du phosphate de sodium dibasique. 
Supplément : 0.1 g/l de Chlorure de Calcium ajouté séparément. 
Conservation : +2ºC à +8°C. 
Composition : 
 
 
 
Référence : 21300-058 du catalogue GIBCO (http://www.invitrogen.com), D-PBS, 10l. 
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Solution de lavage : PBS sans calcium-magnésium, ni rouge de phénol 
Particularité : sans Calcium, Magnésium. Ces éléments sont absents de la solution choisie car 
ils interviennent dans les mécanismes d’adhésion cellulaire des cellules de phénotype 
adhérent. 
Le Rouge de phénol est également omis car il possède une activité pro-œstrogène qui pourrait 
interférer avec les effets des molécules à évaluer. 
Composition : 
 
Masse 
	

	


	


Sels Inorganiques 
 &#)# (KCl) 75 200 2.67 
)&#&)###1 (KH2PO4) 136 200 1.47 
 &#*# (NaCl) 58 8000 137.93 
)&#&*#1 (Na2HPO4-7H2O) 268 2160 8.06 
 
Référence : 141190-094 (http://www.invitrogen.com), 500 ml. 
 
Sérum SVF 10% 
Le Sérum de Veau Foétal influence positivement les paramètres de croissance et de 
multiplication cellulaire. Additionné à un milieu de croissance complet, il assure une 
meilleure survie de cellules en culture. 
Origine : Amérique du Sud 
Composition : (Cf. site http://www.invitrogen.com) 
Conservation : - 20 °C. 
Référence : 10270-106 (GIBCO), SVF, 500 ml. 
 
Sérum BSA 
Description, origine : lyophilisé sous forme pulvérulente à 96 % (électrophorèse). Le Sérum 
d’Albumine Bovine représente approximativement 50% du total protéique dans le sérum. Il 
est couramment employé pour les immuno essais. 
Préparation : par une modification de Cohn (fraction V de Cohn), en employant de l’éthanol 
froid ; précipitation réalisée à faible température. 
Propriétés: pH~5.2 en solution aqueuse. 
Conservation : + 2 à + 8°C. 
Référence : A4503 dans le catalogue SIGMA ; http://www.sigmaaldrich.com) 
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Trypsine-EDTA (1X), liquide - 0.25% Trypsine, 1 mM EDTA•4Na 
Description: 0.25% Trypsine, 1 mM EDTA•4Na. 
Avec 2.5 g/l de Trypsine (1:250) et 0.38 g/l de EDTA•4Na dans une solution saline de Hanks 
Particularité : sans CaCl2+, MgCl2+. Permet le décollement des cellules adhérentes du support. 
Conservation : - 5°C à - 25°C. 
Référence : 25200-056 (catalogue GIBCO sur http://www.invitrogen.com). 

Antibiotiques 
 Pénicilline-Streptomycine : 
 Possèdent un large spectre d’action (bactéries gram+ et gram -) antibactérienne. 
 Description : forme pulvérulente stérilisée par irradiation aux rayons . Employé pour 
une application à 1 % en culture cellulaire. 
Composition : 10000 unités/ml de pénicilline et 10 mg/ml de streptomycine dans      
0.9 % de solution de NaCl. 
 Référence : P3539 dans catalogue SIGMA sur http://www.sigmaaldrich.com). 
 
Facteurs de croissance 
 Apo-Transferrine 
Description, origine : Glycoprotéine plasmatique d’origine humaine (>97 % purifiée 
par électrophorèse sur gel d’agarose). Assure le transport du fer. Poids moléculaire : 
76-81 kDa. En culture, permet de stimuler la prolifération cellulaire. 
(http://www.pharmacorama.com ; http://www.kb.u-psud.fr) 
 Synonymes : Sidérophiline, Transferrine Humaine. 
Solubilisation : 20 mg/ml en solution aqueuse. 
Test HIV et HBsAg : négatif sur le matériel source. 
Conservation : + 2 à + 8°C. 
Référence : T2252 dans catalogue SIGMA sur http://www.sigmaaldrich.com). 
 
 Insuline 
Origine : pancréas bovin. 
Description : Poudre  27 USP unités/mg (HPLC). 
Hormone indispensable à la vie cellulaire, l’insuline régule l’assimilation cellulaire, 
l’utilisation et la conservation du glucose, des acides amines et des acides gras et 
inhibe la décomposition du glycogène, des protéines et des graisses. 
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Propriétés: Zn ~ 0,5 %. 
Conservation : - 20 °C. 
Référence : I5500 dans catalogue SIGMA sur http://www.sigmaaldrich.com). 
 
Tamoxifène 96% 
Description : forme pulvérulente. Inhibe la protéine kinase C.Le tamoxifène et son métabolite, 
le 4-hydroxytamoxifène, sont des SERM qui agissent comme des antiœstrogènes au niveau 
des glandes mammaires. Bloque la production de VEGF (stimulée par les oestrogènes) dans 
les cellules tumorales mammaires. 
Point de fusion: + 97 à + 98 C. 
Référence : 281611 dans catalogue SIGMA sur http://www.sigmaaldrich.com). 
 
17-estradiol 
Description : forme pulvérulente stérilisée par irradiation aux rayons . 
Cet oestrogène majoritaire est sécrété par les ovaires et contrôle le développement des organes 
sexuels féminins. Il induit la production de gonadotropines, lesquelles induisent l’ovulation. 
Une exposition au 17-oestradiol augmente les risque de cancers du sein et la prolifération 
des cellules mammaires. 
Point de fusion: + 176 à +180 C. 
Référence : E2257 dans catalogue SIGMA sur http://www.sigmaaldrich.com). 
 
Microspectrophotomètre Multiskan 
C’est le dernier lecteur de microplaques Thermo Labsystems. Cet appareil permet de travailler 
en microplaques ou en cuvettes, dans une gamme spectrale comprise entre 200 et 1000 nm. 
Ce système est également thermostaté et doté d’un système d’agitation. 
 
Compteur de cellules Coulter Counter ZM 
Cet appareil aspire, à l’aide d’une pompe, un volume de solution défini contenant les cellules 
en suspension. La solution aspirée passe devant un détecteur de particules qui comptabilise 
automatiquement le nombre de cellules détectées. 
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- ANNEXE 1 - 
Préparations pharmaceutiques 
à base de Galéga officinal 
  252 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(http://www2.biam2.org) 
 
 
  253 
- ANNEXE 1 (suite) - 
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- ANNEXE 2 – 
- Données spectrales des composés Gal-1 et Gal-2 
 
Spectres de la trans-isoélémicine (Gal-1) 
 
Spectre de masse en mode ES+ (MeOH). 
 
 
 
 
Spectre de RMN 13C (CDCl3). 
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Spectre de RMN 1H (CDCl3) 
 
 
 
Spectres de la trilinoléine (Gal-2) 
 
 
 
Spectre de masse en mode DCI/NH3 (CHCl3). 
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Spectre de RMN 13C (CDCl3). 
 
 
 
 
 
Spectre de RMN 1H (CDCl3). 
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- ANNEXE 3 - 
Le test de Dunnet (ou test de Dunn’s) 
 
 Le principe du test de Dunnet consiste à établir des comparaisons de moyennes par 
rapport à un témoin. 
La différence maximale attendue (théorique) à un niveau de signification  (risque  = 
0,05) sera obtenue à partir des tables de valeurs critiques du test de Dunnet et sera comparée 
aux valeurs numériques observées. La différence entre le témoin et l’une des moyennes d’un 
ensemble de moyennes est significatif si : 
diff.  d1-/2. )/nCM (2. R  
(CMR étant le carré moyen qui sert de base de comparaison lors de l’ANOVA). 
Le test réalisé est un test bilatéral (1-/2) car la question est de savoir si les moyennes 
observées sont supérieures ou inférieures à celle du témoin. 
Son application nécessite des calculs préliminaires et une ANOVA pour chaque test 
effectué. 
 
Calcul de l’ANOVA et application du test de Dunnet pour les tests 
effectués in vitro. 
 
Cf. tableaux 22, 23 et 24 des moyennes observées et des moyennes du témoin 
tamoxifène. 
 
1) Expérimentation n°1 
 
Calculs préliminaires (pour p = 21 et N = 189) (*) 
(1) Totaux des valeurs observées = Y = 53289840. 
(2) Nbre total de répétitions d’observations = p.n = 21.9 = N = 189. 
(3) Totaux²/ni = 1,52135. 10
13. 
(4) Somme des carrés des 189 observations = ijy²ij = 1,52448. 1013. 
(5) Terme de correction = c = (1/N).Y² = 15025434112304,80. 
(*)
 En réalité, il y a eu (9.21) + (1.6) = 195 observations. Sachant que le nombre d’observations doit être le même pour chaque 
substance de traitement, la substance pour laquelle il n’y a eu que 6 lectures ne peut pas être prise en compte pour les 
traitements statistiques. 
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Tableau de l’ANOVA et test de Dunnett 
 
Statistique F Sources de 
variation 
SCE ddl Carrés moyens 
observée critique 
(A) Facteur A 
= (3) – (5) 
= 188050343873,02 
= p – 1 
= 20 
CMA = SCE/ddl 
=2409517194 
Fobs = CMA/CMR 
       = 50,501 
Fcrit  = 1,570 
Résiduelle 
= (B) – (A) 
= 31278891022,22 
= N – p 
= 168 
CMR= SCE/ddl 
= 186183875 
  
(B) Totale 
= (4) – (5) 
= 219329234895,24 
= N – 1 
= 188 
   
 
L’ANOVA indique un effet significatif du facteur « substance de traitement ». 
Selon Dunnett, la plus petite différence qui doit être significative par rapport au 
témoin est, à  = 0,05 : 
d 0,975. )/nCM (2. R  = 4084,6 cellules 
 
 
 
 
2) Expérimentation n°2 
 
Calculs préliminaires(pour p = 27 et N = 243) 
(1) Totaux des valeurs observées = Y = 21237440. 
(2) Nbre total de répétitions d’observations = N = 27.9 = 243. 
(3) Totaux²/ni = 1,62281. 10
13. 
(4) Somme des carrés des 243 observations = ijy²ij = 1,6271. 1013. 
(5) Terme de correction = c = (1/n).Y² = 15432197768533,30. 
 
 
Tableau de l’ANOVA et test de Dunnett 
 
Statistique F Sources de 
variation 
SCE ddl Carrés moyens 
observée critique 
(A) Facteur A 795916093155,56 26 CMA = 30612157429 Fobs = 154,04 Fcrit = 1,517 
Résiduelle 42923741511,11 216 CMR = 198721025,5   
(B) Totale 838839834666,67 242    
 
 
Cf. Tables ; valeur critique = 2,91 pour p = 20 et  =   
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L’ANOVA indique un effet significatif du facteur « substance de traitement ». 
Selon Dunnett, la plus petite différence qui doit être significative par rapport au 
témoin est, à  = 0,05 : 
d 0,975. )/nCM (2. R  = 3721,6 cellules 
 
 
 
 
3) Expérimentation n°3 
 
Calculs préliminaires (pour p = 8 et N = 72) 
(1) Totaux des valeurs observées = Y = 39290520. 
(2) Nbre total de répétitions d’observations = N = 72 
(3) Totaux²/ni = 2,2001. 10
13. 
(4) Somme des carrés de chaque observation = ijy²ij = 2,2035. 1013. 
(5) Terme de correction = c = (1/n).Y² = 2,14709. 1013. 
 
 
Tableau de l’ANOVA 
 
Statistique F Sources de 
variation 
SCE ddl Carrés moyens 
observée critique 
(A) Facteur A 5,60124. 1011 7 CMA = 80017696835 Fobs = 150,76 Fcrit = 1,82 
Résiduelle 33967485156 64 CMR = 530741955,6   
(B) Totale 5,94091. 1011  71    
 
L’ANOVA indique un effet significatif du facteur « substance de traitement ». 
Selon Dunnett, la plus petite différence qui doit être significative par rapport au 
témoin est, à  = 0,05 : 
 
d 0,975. )/nCM (2. R  = 10482,2 cellules 
 
 
Cf. Tables ; valeur critique = 2,91 pour p > 20 et  =  
Cf. Tables ; valeur critique = 2,73 pour p = 8 et  = 60 
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Glossaire 
 
Termes botaniques (Michel, 1999) 
 
 
Androcée : ensemble des étamines d’une fleur. 
 
Calice : enveloppe extérieure de la fleur, composée des sépales. 
 
Campanulé : en forme de cloche. 
 
Carène : pétale inférieur des Fabaceae. 
 
Carpelle : élément de la fleur portant les ovules et formant, seul ou soudé à d'autres, le pistil. 
 
Corolle : ensemble des pétales d'une fleur. 
 
Cyme : inflorescence simple définie, dans laquelle les rameaux latéraux, terminés chacun par 
une fleur comme l’axe principal, dépassent le sommet du membre d’ordre précédent. 
 
Digité : découpé en forme des doigts d'une main. 
 
Diplostémone : qualifie un androcée dont le nombre d'étamines est égal au double du nombre 
de sépales ou de pétales, les étamines étant disposées en deux verticilles de telle façon que 
celles du verticille externe alternent à la fois avec les pétales et avec celles du verticille 
interne. 
 
Épi : inflorescence simple indéfinie dont les fleurs sessiles ou subsessiles sont disposées 
autour d'un axe central. 
 
Exalbuminé : qualifie une graine dans laquelle l'albumen a disparu remplacé en général par 
les cotylédons remplis de réserves. 
 
Feuille composée: se dit d’une feuille formée de sous-unités appelées folioles. 
 
Foliole : partie du limbe d’une feuille composée, ressemblant à une petite feuille simple. 
 
Gousse : fruit sec déhiscent s’ouvrant en deux fentes par deux valves, garnies chacune d'une 
rangée de graines. Les gousses sont notamment les fruits des Fabaceae. 
 
Grappe : inflorescence simple indéfinie composée de fleurs pédicellées insérées de manière 
échelonnée le long d’un même axe. 
 
Gynécée : ensemble des pièces femelles d’une fleur, formée d’un ou plusieurs pistils. 
 
Imparipenné : qualifie une feuille à nombre impair de folioles. 
 
Oblong : se dit des feuilles un peu allongées, à bords elliptiques et obtuses aux deux 
extrémités. 
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Papilionacée : corolle caractéristique de la famille des Fabaceae. Elle est composée de 5 
pétales, le supérieur plus ou moins développé (étendard), les deux pétales étroits (ailes) et les 
deux inférieurs soudés (carène). 

Paripenné : qualifie une feuille à nombre pair de folioles. 
 
Périanthe : ensemble des pièces stériles de la fleur, c'est à dire en général le calice et la 
corolle. 
 
Pétiole : partie rétrécie de certaines feuilles unissant le limbe à la tige. 
 
Phylogénie: type de classification animale ou végétale qui admet la filiation entre les 
différents groupes. 
 
Stipule : appendice foliacé ou écailleux situé à la base d’une feuille. 
 
Supère : se dit d'un ovaire situé au dessus du point d'insertion sur l'axe du périanthe dit alors 
hypogyne. 
 
Valvaire : qualifie une préfloraison (ou disposition des pétales dans le bouton floral) ou une 
estivation (manière dont sont disposées les sépales, les uns par rapport aux autres, dans le 
bouton floral) dans laquelle les pétales ou les sépales ne se recouvrent pas, tout au plus se 
touchant par leur marge. 
 
Vexillaire : mode de préfloraison dans lequel une des pièces florales, la postérieure, est 
beaucoup plus grande que les autres et pliée sur son milieu, recouvrant toutes les autres, qui 
sont placées face à face, comme chez les Fabaceae. 
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Termes pharmacologiques (http://www.fnclcc.fr) 
 
Anti-inflammatoire ; qualifie un moyen, une substance ou un médicament combattant 
l'inflammation. Les anti-inflammatoires sont donc utiles pour réduire une inflammation 
locale, l'œdème, la compression ou les douleurs qu'elle entraîne. 
 
Antinéoplasique :qualifie tout moyen propre à lutter contre un cancer ou néoplasie. 
Synonyme d'anticancéreux. 
 
Chimiothérapie : la chimiothérapie anti-cancéreuse correspond au traitement par des produits 
chimiques, des médicaments extraits de végétaux ou produits en laboratoire par synthèse. Ils 
se distinguent d'autres substances également utilisées contre les cancers, qui sont proches de 
produits physiologiques, comme les hormones (hormonothérapie) ou comme les cytokines 
(immunothérapie). 
 
Cytotoxique : qualifie un agent toxique pour une ou des cellules. S'applique couramment à 
l'ensemble des médicaments anticancéreux qui ont pour objectif de léser et détruire les 
cellules cancéreuses (chimiothérapie). 
 
Analeptique : qualifie un produit (pharmaceutique) ayant pour effet d'augmenter certains 
paramètres chez un organisme vivant. 
 
Analgésique : synonyme d'antalgique, qualifie un moyen contre la douleur. S'applique 
spécialement aux médicaments qui se distinguent en analgésiques antipyrétiques (agissent 
contre la fièvre et l'inflammation, comme l'aspirine), et en analgésiques narcotiques (agissent 
sur l'humeur, comme la morphine). 
 
Ocytocique : qui renforce les contractions de l’utérus et active l’accouchement. 
 
Galactogène = Galactagogue : favorise la sécrétion lactée. 
 
Néoangiogenèse : phénomène nécessaire à l’établissement de voies sanguines d’oxygénation 
et de nutritions des tumeurs. Faute de cela, les tumeurs et leurs métastases ne peuvent croître 
(en terme de volume). 
 
Cytokine : hormone du système immunitaire, cette molécule polypeptidique est produite en 
réponse à différent stimulus. 
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Abstract 
 The study of an acetone extract of the aerial parts of Galega officinalis L. led to 
the isolation of one new pentacyclic triterpenoid, the urs-12-ene-3 , 22 -diol (named 
galegadiol) and three other known compounds: sophoradiol, soyasapogenol B and -
sitosterol. 
  
Keywords: Galega officinalis; Fabaceae; Pentacyclic triterpenoids; Ursene and oleanene triterpenoids. 
 
 
 
Plant. Galega officinalis L. (Fabaceae), dried aerial parts collected in Bulgaria at flowering 
stage during the summer 2001. A voucher specimen (number GO-PA-pf2) has been identified 
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by Pr. Isabelle Fourasté and deposited at the Herbarium of the Pharmacognosy Department, 
Faculty of Pharmaceutical Sciences (Toulouse). 
 
Uses in traditional medicine. Against plague and snakebite. Vermifuge, sudorific, 
anticonvulsive, antipyretic, diuretic and hypoglycemiant properties; used as a complementary 
treatment for moderate diabetic troubles (diabetes mellitus type II) and also employed to 
stimulate lactation [1],[2]. 
 
Previously isolated classes of constituents. Alkaloids, flavonoids [3] and flavonoids 
glycosides [4], isoflavonoids, terpenoid derivates [5], saponin [6], [7]. 
 
New-isolated constituents. Galegadiol (1) (yield: 0.0068% from the acetone extract), 
sophoradiol (0.0084%) [8], [9], soyasapogenol B (0.0026%) [6], [8], [9], and -sitosterol 
(0.0047%) [10]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Structure of compound (1). 
 
22
HO
OH
3
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Galegadiol (urs-12-ene-3 , 22 -diol) (1). White needles (CHCl3-MeOH); C30H50O2. 
Mp 194.2-195.5 °C, [] 20D  + 33° (CHCl3, c 0.14); IR bands (KBr): 3400, 2925, 2870, 1654, 
1457, 1384, 1262, 1189, 1092, 1028 and 998 cm-1; EI-MS: m/z 442 [M] + (C30H50O2), 234 
[C16H26O]
+, 207 [C14H23O]
+, 216 [C16H26O - H2O]
+, 201 [C16H26O - H2O - CH3]
+, 189, 133, 
43 (100%); HR-ES-MS: m/z 443.3900 [MH, calc. 443.3889], 425.3778 [MH - H2O, calc. 
425,3783], 465.3700 [MNa, calc. 465.3708]. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 5.16 ( 1H, t, J 
3.4 Hz, H-12), 3.37 (1H, dd, J 12.1 and 4.0 Hz, H-22), 3.24 (1H, dd, J 10.3 and 4.8 Hz, H-3), 
1.96 and 1.94 (2H, H-11a and H-11b), 1.75 and 1.07 (2H, H-15a and H-15b), 1.67 and 1.03 
(2H, H-1a and H-1b), 1.64 (2H, m, H-2a and H-2b), 1.57 and 1.55 (1H, H-9), 1.57 and 1.39 
(2H, H-7a and H-7b), 1.56 (2H, m, H-6a and H-6b), 1.39 (1H, m, H-20), 1.38 and 1.35 (2H, 
H-16a and H-16b), 1.35 (1H, m, H-18), 1.10 (3H, s, CH3-27), 1.05 (1H, m, H-19), 1.04 (3H, s, 
CH3-26), 1.03 (2H, m, H-21a and H-21b), 1.02 (3H, s, CH3-23), 0.99 (3H, s, CH3-28), 0.99 
(3H, d, J 6.8, CH3-30), 0.98 (3H, s, CH3-25), 0.82 (3H, s, CH3-24), 0.81 (3H, d, J 7.1,CH3-29) 
and 0.76 (1H, dd, J 11.5 and 1.4, H-5); 13C-NMR (100 MHz CDCl3) : 138.9 (C-13), 125.3 
(C-12), 79.3 (C-22), 79.2 (C-3), 58.8 (C-18), 55.3 (C-5), 47.8 (C-9), 43.0 (C-14), 40.3 (C-8), 
39.4 (C-20), 39.3 (C-17), 39.2 (C-4), 39.0 (C-1 and C-21), 37.4 (C-19), 37.1 (C-10), 33.0 (C-
7), 28.3 (C-23), 27.4 (C-2), 26.2 (C-15), 24.8 (C-28), 23.6 (C-11), 23.5 (C-27), 21.2 (C-30), 
20.9 (C-16), 18.5 (C-6), 17.6 (C-29), 16.9 (C-26), 15.9 (C-24) and 15.8 (C-25); HMBC 
correlations: CH3-29 / C-18, C-19; CH3-28 / C-16, C-18, C-22; CH3-27 / C-8, C-13, C-14, C-
15; CH3-26 / C-7, C-8, C-9, C-14; CH3-25 / C-1, C-5, C-9, C-10; CH3-24 / C-3, C-5, C-23; 
CH3-23 / C-3, C-24; H-13 / C-27; H-9 / C-26; H-5 / C-25. 
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Contribution to the phytochemical study of Galega officinalis L. 
(FABACEAE) 
 
 
 
 This report contributes to complete phytochemical knowledges on Galega officinalis 
L. (Fabaceae), a perennial herb well-known in traditionnal medicine for its antidiabetic and 
galactagogue properties. 
 
 This study brings up some compounds which are in the minority in Galéga. 
 The chloroformic extract of the subterranean parts of the plant led to the isolation and 
the identification of one fatty acid, five fatty alcohols and one phenylpropanoid. 
 The acetone extraction of the vegetal drug and the successive purifications led to the 
isolation and the characterization of five triterpenoids. The identification and the 
determination of their relative configuration of the compounds were possible thanks to 
spectral methods such as mass and nuclear magnetic resonance spectrometries. Two of them 
correspond to a sterol widespread among vegetal kingdom and were present under aglycon 
and glycosylated forms. The three others compounds are pentacyclic triterpenoids and are 
described for the first time in Galega officinalis L. Two of them are of oleanene type and the 
third one, an ursene-type triterpenoid, is a new natural product. The differenciation between 
these compounds was based on the decalin D/E relative configuration and on the orientation 
of chemical functions of E ring. 
 
 Biological in vitro tests on a estrogen-dependant cell line and in vivo tests on immature 
femal rats showed, for an extract of Galega, a strong estrogenic activity. This activity is not 
due to the isolated triterpenoids. 
 The activity was detected in an single set and some hypotheses were displayed to 
explain this phenomenon. 
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Contribution à l’étude phytochimique 
de Galega officinalis L. 
(Fabaceae) 
 
 
Ce mémoire contribue à compléter les connaissances phytochimiques sur Galega 
officinalis L. (Fabaceae), herbacée vivace réputée, en médecine traditionnelle, antidiabétique 
et galactagogue. 
 
Cette étude met en avant des molécules minoritaires dans le Galéga. 
L’extrait chloroformique des parties souterraines de la plante a abouti à l’isolement et 
à l’identification d’un acide gras, de cinq alcools gras et d’un phénylpropanoïde. 
L’extraction acétonique de la drogue végétale et les purifications successives ont 
abouti à l’isolement et à la caractérisation de cinq triterpènes. L’identification des molécules 
et la détermination de leur configuration relative a été possible grâce aux techniques 
spectrales de spectrométrie de masse et de résonance magnétique mono et bidimentionnelle. 
Deux de ces molécules correspondent à un stérol largement représenté dans le règne végétal, 
isolé sous la forme de génine et sous la forme glycosylée. Les trois autres molécules sont des 
triterpènes pentacycliques décrits pour la première fois dans Galega officinalis L. Deux sont 
de type oléanène et le troisième, de type ursène, est un produit naturel nouveau. Ces 
molécules diffèrent entre elles notamment par la configuration de la décaline D/E et 
l’orientation des fonctions portées sur le cycle E. 
 
Des essais biologiques in vitro, sur une lignée cellulaire oestrogénodépendante, et in 
vivo, sur des rattes immatures, ont mis en évidence pour un extrait de Galéga une forte activité 
oestrogénique. Les triterpènes isolés ne sont pas responsables de cette activité. 
L’activité n’est présente que dans un seul lot et des hypothèses pour expliquer ce 
phénomène sont présentées. 
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